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Abkürzungsverzeichnis
CMA3 Chromomycin A3; Guanin-Cytosin-spezifisches Fluorochrom,
genutzt für eine Fluoreszenzfärbung zur Darstellung eines Prot-
aminmangels
DHE Dihydroethidium; Fluoreszenzfärbung zum Nachweis intrazel-
lulärer ROS-Produktion in Spermien
DNA Deoxyribonucleic acid; Träger der genetischen Information
FSH Follikelstimulierendes Hormon; Sexualhormon, stimuliert im
weiblichen Organismus die Follikelreifung und im männlichen
die Spermatogenese
ICSI Intracytoplasmatic sperm injection; Methode der künstlichen
Befruchtung, bei der ein einzelnes Spermium direkt in eine Ei-
zelle eingebracht wird
IUI Intrauterine Insemination; Methode der künstlichen Befruch-
tung, bei der das aufbereitete Ejakulat in den Uterus einge-
bracht wird
IVF In-vitro-Fertilisation; Methode der künstlichen Befruchung, bei
der aufbereitetes Ejakulat und Eizellen außerhalb des Körpers
zusammengebracht werden
OAT-Syndrom Kombination von Oligozoospermie, Asthenozoospermie und Te-
ratozoospermie, d.h. das gleichzeitige Auftreten einer zu gerin-
gen Spermienanzahl, einem zu geringen Anteil progressiv beweg-
licher Spermien und einem zu hohen Prozentsatz fehlgebildeter
Spermien




ROS Reactive Oxygen Species; hoch reaktive Substanzen, welche in
allen Körperzellen physiologischerweise im Rahmen des Energie-
stoffwechsels produziert werden
SPSS Statistical Package for the Social Sciences; Statistik-Software
SSC Standard Saline Citrate
TdT-Enzym Terminal deoxynucleotidyl transferase; ein Enzym, welches die
Bindung von Nukleosidtriphosphaten an das 3’-OH-Ende der DNA
katalysiert, genutzt im Rahmen des TUNEL-Assays
TNP Transition nuclear protein; ein zwischengeschaltetes Protein, wel-
ches Histone in der Spermien-DNA ersetzt, dies dient der Vorbe-
reitung für den Einbau von Protaminen im Rahmen der Chroma-
tinkondensation
TUNEL Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine
triphosphate-fluorescein nick end labelling; Testsystem zur Visua-
lisierung von Einzel- und Doppelstrangbrüchen der DNA
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Kapitel 0
Zusammenfassung
Die klassischen Spermiogrammparameter werden, wenngleich nach wie vor Basis-
untersuchung in der andrologischen Diagnostik, durch mehrere Spermienfunktions-
tests ergänzt. Diese gehören jedoch noch nicht zur Routine in den andrologischen
Laboratorien, nicht zuletzt da ihre Wertigkeit umstritten ist. Die vorliegende Arbeit
evaluiert klassische und funktionelle Spermatozoenparameter, ihre Zusammenhänge
und den Einfluss der Aufarbeitung durch Swim-Up.
Das grundlegende Prinzip der genutzten Spermienseparationstechnik Swim-Up ist
die Eigenbeweglichkeit der Spermatozoen, und so konnte eine signifikante Verbes-
serung der Motiliät nach Aufarbeitung verzeichnet werden. Gleichzeitig verringerte
sich die Anzahl der Spermien in der aufgearbeiteten Probe. Es wurden dabei die
besten Resultate hinsichtlich Zelldichte und Motilität erzielt, wenn bereits im Aus-
gangsbefund normwertige Ergebnisse laut WHO-Vorgaben vorlagen.
Die Swim-Up-Technik ist jedoch nicht unumstritten, da der Teilschritt der Zentrifu-
gation zu einem intensiveren Kontakt von Spermien und schädlichen Sauerstoffradi-
kalen, unter anderem produziert durch Leukozyten, führt. Dies kann durch Oxidation
zu Schädigungen der DNA in Form von Strangbrüchen führen. Anhand der Ergeb-
nisse des TUNEL-Assays, der Einzel- und Doppelstrangbrüche der DNA markiert,
ist nach Aufarbeitung stets ein höherer Prozentsatz von fragmentierter DNA gefun-
den worden. Ob dies tatsächlich durch die Aufarbeitungstechnik verursacht wurde,
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht ergründet werden.
1
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Ferner wurden zwei Färbungen zur Erfassung der Chromatinkondensation auf ihren
Zusammenhang zueinander evaluiert. Eine statistisch signifikante Korrelation konnte
jedoch zwischen der Anilinblaufärbung und der Chromomycin A3-Färbung nicht
gefunden werden.
Nach Ejakulataufarbeitung durch Swim-Up erhöhte sich der Prozentsatz chroma-
tinkondensierter Spermien sowohl bei Erfassung des Chromatinstatus anhand der
Anilinblau- als auch der Chromomycin A3-Färbung.
Wenngleich keinerlei Zusammenhänge der Spermiogrammparameter Motilität und
Spermiendichte zum mittels Anilinblaufärbung evaluierten Chromatinstatus gefun-
den wurden, kam es bei Vorliegen eines OAT-Syndroms zu einer erhöhten Anzahl
anilinpositiver, d.h. unzureichend chromatinkondensierter, Spermien.
Im Rahmen der Spermienreifung kommt es gezielt zur Induktion von DNA-Strang-
brüchen. Fehler der Spermiogenese, also eine nicht korrekt abgelaufene Chromatin-
kondensation, können also einher gehen mit Strukturschäden der DNA. Das gleich-
zeitige Auftreten von DNA-Fragmentation und einem Protamindefizit wurde auch
in der vorliegenden Arbeit durch eine signifikant positive Korrelation der Anzahl
TUNEL-positiver mit CMA3-positiven Spermien bestätigt.
Die in Spermien vorkommenden intrinsischen radikalen Sauerstoffspezies werden
ebenfalls für Schäden der Spermien-DNA verantwortlich gemacht. Die vorliegende




1.1 Infertilität und Sterilität
Die Thematik des unerfüllten Kinderwunsches ist in den letzten Jahrzehnten zu-
nehmend in die Öffentlichkeit gerückt. Das Verschieben der Kinderplanung in eine
spätere Lebensphase der Frau sowie eine eingeschränkte Spermienqualität des Man-
nes sind die typischen Probleme, die verantwortlich gemacht werden für die steigende
ungewollte Kinderlosigkeit in den Industrienationen. Im Gegenzug sind die Techni-
ken der assistierten Reproduktion immer weiter untersucht und verbessert worden.
Während historische Ansichten zur Unfruchtbarkeit die Ursache dieser bei der Frau
suchten, rücken zunehmend auch andrologische Faktoren in den Fokus. Dabei ist
die Grundlage jeder andrologischen Diagnostik, abgesehen von der ausführlichen
Anamnese und der klinisch-urologischen Untersuchung (Jequier 2004), das klassi-
sche Spermiogramm (Bhasin 2007), wobei die entscheidenden Ergebnisse die zur
Spermiendichte, -morphologie und -motilität sind. Zusätzlich zu diesen Basisunter-
suchungen haben zahlreiche weitere Techniken den Blick in das menschliche Sper-
matozoen ermöglicht. Hierbei zu nennen sind Färbungen zur DNA-Stabilität sowie
zur Chromatinkondensation. Der genaue Wert dieser Untersuchungen, vor allem in
Bezug auf Befruchtung und Schwangerschaft, wird seit Jahren kontrovers diskutiert
(Henkel et al. 2004, Benchaib et al. 2007, Lin et al. 2008).
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1.2 Assistierte Reproduktion
1.2.1 Spermienaufbereitungstechniken
Grundsätzliches Ziel aller Methoden zur Spermatozoenpräparation ist die Gewin-
nung einer Fraktion progressiv motiler und morphologisch normaler Spermien in
ausreichender Zahl. Ferner erfolgt die Trennung dieser selektierten Keimzellen von
Seminalplasma, Zelldetritus und Bakterien. Grundlage aller Techniken ist zum einen
die Eigenbeweglichkeit der Spermien, so zum Beispiel bei Aufschwimmtechniken oder
Methoden der Dichtegradientenzentrifugation, zum anderen die Filtration (Henkel
und Schill 2003).
Eine weit verbreitete, da einfache und kostengünstige Methode, ist die Swim-
Up-Technik. Hierbei werden Ejakulat und ein spezielles Präparationsmedium ver-
mischt, gewaschen und zentrifugiert. Anschließend wird der Überstand, welcher das
Seminalplasma enthält, entfernt und das Pellet wird erneut mit Medium überschich-
tet und inkubiert. Mobile Spermien gelangen während der Inkubationszeit aufgrund
ihrer Eigenbeweglichkeit in das Medium und können nach einer Zeit von 45 bis 90
Minuten vorsichtig mit dem flüssigen Medium abpipettiert werden. Man erhält so
eine sehr reine Fraktion hochmotiler Spermien, die Methodik ist jedoch nur für Eja-
kulate ausreichender Spermatozoendichte und Motilität geeignet. Ferner wird eine
Schädigung der Spermien durch die Zentrifugation und den dadurch verursachten
Schaden durch reaktive Sauerstoffspezies diskutiert (Twigg et al. 1998).
Auch die Glaswollfiltration bietet bei wenig Arbeitsaufwand eine reine Fraktion
motiler Spermien. Das verflüssigte Ejakulat wird über Glaswolle gegeben, das so
gewonnene Filtrat wird gewaschen, zentrifugiert und resuspendiert. Dabei werden
sowohl reaktive Sauerstoffspezies als auch Leukozyten zum Teil reduziert, jedoch ist
die Reinheit nicht mit der anderer Methoden vergleichbar. Vorteilhaft ist, dass auch
Ejakulate mit geringer Dichte und Motilität bearbeitet werden können.
Eine sehr schonende Methode ist die Migrations-Sedimentations-Technik. Spe-
zielle Glasröhrchen werden mit Medium befüllt, das Ejakulat wird auf einen äußeren
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Ring um einen im Glasröhrchen befindlichen Konus geschichtet, und während der
Inkubationszeit gelangen motile Spermien durch ihre Eigenbeweglichkeit in das Me-
dium, so dass sie abpipettiert werden können. Auch diese Technik ist, analog zum
Swim-Up, beschränkt auf Ejakulate mit guter Dichte und Motiliät, die Ausbeute
jedoch ist geringer.
1.2.2 Intrauterine Insemination, In-Vitro-Fertilisation und
Intrazytoplasmatische Spermieninjektion
Für die verschiedenen Methoden der Assistierten Reproduktion wird grundsätzlich
aufbereitetes Ejakulat verwendet. Zum einen wird versucht durch die Aufbereitung
bestehende Defizite des Ejakulates, die möglicherweise ein Versagen der natürlichen
Fertilisation mit verursacht haben, zu bessern. Zu nennen sind hierbei vor allem die
Motilität und auch die Morphologie, durch die Aufarbeitungsprozedur wird mitunter
eine beeindruckende Verbesserung verzeichnet. Zum anderen ist es aus verschiedenen
Gründen notwendig, das Seminalplasma zu entfernen. Es enthält potentiell infektiöse
Partikel, kann zytotoxisch auf die Spermien wirken und durch die vorhandenen Pros-
taglandine können bei einer intrauterinen Übertragung schwere Kontraktionen der
Uterusmuskulatur ausgelöst werden.
Es werden drei grundlegende Methoden der Assistierten Reproduktion unterschie-
den: Die Insemination, zumeist intrauterin durchgeführt (IUI), besteht in der Ein-
bringung des aufgearbeiteten Ejakulates zum Konzeptionsoptimum im monofolli-
kulären Zyklus. Die In-Vitro-Fertilisation (IVF) und die Intrazytoplasmati-
sche Spermieninjektion (ICSI) erfolgen im polyfollikulären Zyklus. Gemeinsam
ist beiden Methoden, dass die zu befruchtenden Eizellen mittels Punktion gewonnen
und extrakorporal befruchtet werden. Bei der IVF kommt es zum Zusammenbringen
von Eizellen und Spermien in der Kulturschale, wobei die Spermien die Zona pellu-
cida selbständig überwinden müssen. Im Gegensatz dazu wird bei der ICSI gezielt
ein einzelnes Spermium mittels Pipette in die Oozyte eingebracht. Sowohl an die
Technik der IVF als auch an die der ICSI schließt sich der Embryonentransfer in
den Uterus an.
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1.3 Das menschliche Spermatozoon
1.3.1 Aufbau
Ein Spermium besitzt eine Gesamtlänge von circa 50 µm, wovon 5 µm auf den Kopf
und die restlichen 45 µm auf den Schwanz entfallen.
Der Kopf mit einer Länge von 3-5 µm, einer Breite von 2-3 µm und einer Dicke von
maximal 1,5 µm enthalt die männliche Erbinformation auf engstem Raum. Durch
die besondere Art der Chromatinkondensation, die sich von der somatischer Zellen
unterscheidet, findet man in Spermien die am stärksten kondensierte DNA euka-
ryontischer Zellen (Agarwal und Said 2004). Ungefähr 40-70% des Kopfes werden
von dem Akrosom überzogen. Begrenzt von einer inneren und einer äußeren akroso-
malen Membran enthält es eine Vielzahl von Enzymen, unter anderem das Akrosin,
die für eine erfolgreiche Zona-Penetration und damit Fertilisation notwendig sind.










Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Säugetierspermatozoons,
modifiziert nach Fawcett (1975). Die Einteilung eines Spermiums in Kopf-, Hals-, Mittel-,
Haupt- und Endstück ist dargestellt.
Über eine Basalplatte wird der Spermienkopf mit dem Halsstück verbunden. Das sich
daran anschließende Mittelstück lässt sich bereits lichtmikroskopisch als verdicktes
Schwanzsegment ausmachen. Diese Tatsache begründet sich im Vorhandensein von
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Mitochondrien, den Energiequellen für die aktive Bewegung des Spermiums. Hals-,
Mittel- und Hauptstück werden durchzogen von einem Axonem mit der charakteris-
tischen 9+9+2 Struktur: einem zentralen Mikrotubuluspaar und neun Doppeltubuli.
Damit eng assoziiert schließen sich nach außen die Mantelfasern an. Sie besitzen eine
passiv-elastische Funktion und verringern die Wirksamkeit von Scherkräften auf das
Spermatozoon (Baltz et al. 1990). Zusätzlich verbessern sie auch die Motilität durch
Erhöhung des Drehmomentes und sorgen so für eine effizientere Energieausnutzung
(Lindemann 1996, Henkel et al. 2003c).
1.4 Spermienreifung
1.4.1 Spermatogenese
Die Keimzellreifung geht aus von den Spermatogonien, die sich im basalen Be-
reich der Tubuli des Hodengewebes befinden, und schreitet von dort zentripetal
zum Lumen hin voran. Dabei werden die Stammzellen unterteilt in A- und B-
Spermatogonien, erstere noch in Ad (dark) und Ap (pale). Ein Teil der Sperma-
togonien, wahrscheinlich Ad, sichert den Bestand an Stammzellen und zeigt nur ge-
ringe Aktivität, die Ap-Spermatogonien hingegen teilen sich und differenzieren sich
zu B-Spermatogonien weiter. Aus diesen werden durch eine mitotische Teilung die
Spermatozyten, welche danach in die Meiose eintreten. Durch die erste Reifeteilung
entstehen nun sekundäre Spermatozyten mit einem haploiden Chromosomensatz in
doppelter Ausführung, der sich während der sich anschließenden zweiten meiotischen
Teilung auf jeweils zwei Spermatiden aufteilt.
Beim Querschnitt durch einen Tubulus finden sich immer mehrere Entwicklunssta-
dien, wobei zeitlich aufeinanderfolgende Stufen auch in direkter räumlicher Nähe zu
finden sind. Man bezeichnet dies als
”
spermatogenetic wave“ (Schulze und Rehder
1984).
Ein menschlicher Spermatogenesezyklus dauert 16 Tage. Da die Entwicklung zu
einem reifen Spermium vier Zyklen voraussetzt, umfasst die humane Spermatogenese
eine Zeitdauer von 64 Tagen.
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1.4.2 Spermiogenese
Noch sind die Spermatiden Rundzellen, doch durch den folgenden Prozess der Sper-
miogenese entstehen ausdifferenzierte Spermatozoen. Dafür sind mehrere Reifeschrit-
te notwendig. In der Golgi-Phase entwickelt sich als Vorbereitung auf den sich an-
schließenden Schritt das Akrosombläschen aus lysosomalem Material, ferner beginnt
die Differenzierung des Spermatids in Kopf und Schwanzpartie. Die Kappenphase
resultiert in der Ausbildung des Akrosoms, welches bis zu zwei Drittel des Spermien-
kopfes bedeckt. Auch in der Akrosomphase schreitet die Polarisierung des Sperma-
tids durch Ausbildung eines Flagellums fort. Außerdem dient dieser Reifungsschritt
der endgültigen Verpackung der DNA. Während eines früheren Entwicklungsschrit-
tes wurden lysinreiche Histone in der Spermien-DNA eingebaut. Im weiteren Ver-
lauf werden diese jedoch wieder entfernt und kurzzeitig durch Transition Proteins
(TNP’s) ersetzt. Die endgültige Chromatinkondensation erfolgt schließlich durch
den Einbau cysteinreicher Protamine (Agarwal und Said 2004). In der Reifungspha-
se schließlich erhält das Spermium durch die Abstoßung des restlichen Zytoplasmas
seine elongierte und polarisierte Form mit Einteilung in Kopf und Schwanz und wird
durch den Prozess der Spermiation in das Tubuluslumen abgegeben.
Diese verschiedenen Phasen der Spermiogenese laufen nicht strikt geordnet nachein-
ander ab, sondern greifen ineinander über (Clermont 1963).
Von den Tubuli seminiferi gelangen die Spermien in das Rete testis und über die
Ductuli efferentes in den Nebenhoden, wo sie noch mehrere Tage verbleiben. Die
vom Nebenhoden sezernierten Proteine sorgen für eine abschließende Reifung des
Spermiums und dessen Fähigkeit, an die Zona pellucida zu binden (Nieschlag und
Habenicht 1992). Eine verfrühte Aktivierung der Motilität wird verhindert, so dass
die Spermien ihre Energie nicht vorzeitig aufbrauchen. Andererseits wird erst im
Nebenhoden durch Entfernen von Zink aus den Mantelfasern des Flagellums die
eigentliche Progressivmotilität der Spermien ermöglicht. Spermien, denen diese Ne-
benhodenreifung versagt wurde, können eine Eizelle auf natürlichem Wege nicht
befruchten.
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1.5 Spermienfunktion
Eine Vielzahl an Faktoren zeigt Einfluss auf die physiologische Funktion von Sper-
matozoen (Henkel et al. 2005b) und damit auf deren Fähigkeit, eine Eizelle zu be-
fruchten und eine Schwangerschaft zu erzeugen.
Die Chromatinkondensation ist ein Schritt im Rahmen der Spermienreifung.
Hierbei wird die Erbinformation des Spermiums auf kleinstem Raum gepackt, also
kondensiert. Erreicht wird dies durch den Ersatz der in den somatischen Zellen im
Zellkern vorkommenden Histone durch Protamine. In mehreren Zwischenschritten,
wobei zunächst Histone gegen Transitionsproteine und diese schließlich gegen die
Protamine ausgetauscht werden, gelingt es, die DNA enorm platzsparend zu orga-
nisieren. So wird die Spermien-DNA vor Angriffen und potentiellen Schäden, wie
Strangbrüchen, geschützt (Oliva 2006). Außerdem ist eine korrekte Chromatinkon-
densation essentiell für die während der Vorkernbildung in der Eizelle stattfindende
Chromatindekondensation. Es konnten wiederholt Zusammmenhänge von fehlerhaf-
ter Chromatinkondensation und Infertilität gefunden werden. Dabei ist ein möglicher
Gradmesser das Vorhandensein von Protaminen. Ein Protamindefizit ging laut der
Veröffentlichung von Carrell und Liu (Carrell und Liu 2001) einher mit erniedrigter
Motilität und einem geringeren Anteil normomorpher Spermien, Aoki (Aoki et al.
2005) fand eine erhöhte Rate an DNA-Fragmentation bei niedrigen Protaminwerten.
Ferner ist für eine erfolgreiche Befruchtung die Integrität der Spermien-DNA ein
entscheidender Faktor. Es werden drei Hauptursachen für DNA-Strukturschäden bei
Spermatozoen diskutiert. Zum einen werden in Rahmen der Spermatogenese, spezi-
ell beim Packen des Chromatins, gezielt Strangbrüche von Nucleasen generiert. Dies
nimmt kurzzeitig die Spannung aus dem DNA-Strang und ermöglicht so die Chroma-
tinkondensation. Physiologischerweise werden diese Brüche schnellstmöglich wieder
ligiert. Der erhöhte Prozentsatz von DNA-Fragmentation in ejakulierten Spermato-
zoen ist also mitbedingt durch eine abnorme Chromatinkondensation. Desweiteren
kann ein gesteigerter DNA-Fragmentationsindex als Apoptosezeichen gewertet wer-
den. Auch dieser Prozess ist prinzipiell als physiologisch im Kontext der Spermio-
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genese zu sehen, da so die Zellzahl reguliert wird und potentiell defekte Spermien
auf diesem Weg eliminiert werden, bevor der Schaden weitergetragen werden kann.
Ein dritter Auslöser für DNA-Strangbrüche sind freie Sauerstoffradikale. Auch hier
gilt, dass ein geringer Anteil radikaler Sauerstoffspezies nicht krankhaft ist. Unter




Die fortschreitende medizinische Entwicklung in Behandlung und Diagnose der un-
gewollten Kinderlosigkeit verlangt nach differenzierten Methoden im andrologischen
Sektor. Auch wenn das Basisspermiogramm nach wie vor Grundlage jeder andrologi-
schen Diagnostik ist, gibt es Gründe für weiterführende Untersuchungen. Gerade bei
unklaren Ursachen für den Misserfolg im Rahmen von Maßnahmen zur assistierten
Reproduktion können funktionelle Spermatozoenparameter weitere Erkenntnisse lie-
fern. Wenngleich zahlreiche Tests zur Evaluierung der Spermienfunktion existieren,
so wird deren Wertigkeit nach wie vor kontrovers diskutiert. Ziel dieser Arbeit ist es
daher, einige funktionelle Spermatozoenparameter genauer zu untersuchen. Dabei
sollen sie nicht nur zu den klassischen Spermiogrammparametern in Bezug gesetzt
werden, sondern auch auf eventuelle Zusammenhänge untereinander geprüft werden.
Zur Auswertung kommen Daten des Spermiogramms, wie Spermatozoenkonzentra-
tion und -motilität, und Färbemethoden zur DNA-Fragmentation (TUNEL-Assay),
intrazellullären Produktion radikaler Sauerstoffspezies (ROS-Färbung) und Chroma-
tinkondensation (Anilinblaufärbung, Chromomycin A3-Färbung). Diese Parameter
wurden sowohl vom Nativejakulat als auch vom durch Swim-Up aufbereiteten Ejaku-
lat ermittelt. Außerdem wurden pH-Wert und Leukozytenzahl (Peroxidasefärbung)
erfasst. Speziell die Färbungen Anilinblau und Chromomycin A3 sollen hinsichtlich
der Vergleichbarkeit ihrer Ergebnisse überprüft werden. Hintergrund dieser Frage-
stellung ist die Tatsache, dass die Anilinblaufärbung einen geringeren finanziellen
und zeitlichen Aufwand zur Erfassung des Chromatinstatus bietet, allerdings Zu-
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sammenhänge zu anderen Spermatozoenparametern in der aktuellen Literatur ab-
weichend erörtert werden.
Zusammenfassend sind als Ziele dieser Arbeit zu nennen:
• die Erfassung möglicher Zusammenhänge zwischen den klassischen Spermato-
zoenparametern, speziell Spermiendichte und Motiliät, und den Ergebnissen
der Funktionstest, wie DNA-Fragmentation, Chromatinkondensation und Bil-
dung radikaler Sauerstoffspezies
• das Durchführen eines Methodenvergleichs zwischen zwei Färbungen zur Chro-
matinkondensation, der Anilinblaufärbung und der Chromomycin A3-Färbung
• das Treffen einer Aussage bezüglich des gemeinsamen Auftretens von DNA-
Fragmentation und fehlerhafter Chromatinkondensation
• das Feststellen eines Einflusses der Aufarbeitungstechnik Swim-Up auf klassi-




Für die Untersuchungen wurden Ejakulate von 70 Patienten verwendet, die die Ste-
rilitätssprechstunde der Universitätsfrauenklinik Jena konsultierten. Dabei handelte
es sich um 42 diagnostische und 28 therapeutische Untersuchungen, letztere unter-
teilt in 15 Patienten für IVF und 13 für ICSI.
3.2 Untersuchungsmaterial und Ejakulatanalyse
Die Ejakulate wurden nach 2-5 Tagen Abstinenz durch Masturbation gewonnen.
Von allen Ejakulaten wurden Proben für mikrobiologische Untersuchungen einge-
sandt. Es erfolgte sowohl die Keimzahlbestimmung nach einer 48-Stunden-Kultur
als auch ein Test auf Chlamydien. Nach der Liquefizierung für circa 30 Minuten bei
37◦C wurde ein Spermiogramm nach den WHO-Kriterien (Bals-Pratsch et al. 1999)
erstellt, wobei Daten zur Spermatozoenkonzentration, Morphologie, Motilität, Vita-
lität und pH-Wert ermittelt wurden. Anschließend erfolgte die Spermaaufbereitung
mittels Swim-Up-Technik. Sowohl vom nativen als auch vom aufbereiteten Ejakulat
wurden Proben für weitere Funktionstests entnommen.
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3.3 Laborchemische Untersuchungen
Von insgesamt 34 Patienten lagen zusätzlich der FSH- und der Testosteronwert
(freies Testosteron) im Serum vor.
3.4 Spermienaufbereitung mittels Swim-Up
Für die Durchführung des Swim-Up wurde das Ejakulat in gleich großen Portio-
nen auf vier Zellkulturröhrchen (Falcon) aufgeteilt und mit der zwei- bis dreifachen
Menge eines Spermienpräparationsmediums (Medicult GmbH) aufgefüllt und durch-
mischt. Nach zehnminütigem Zentrifugieren bei 1400 U/min wurde der Überstand
abgehoben und das Pellet erneut mit 2 ml Medium vermixt. Der Zentrifugations-
schritt wurde wiederholt, die überstehende Flüssigkeit vorsichtig abgezogen und das
Sediment mit 0,5 ml Medium überschichtet. Anschließend wurden die vier Tubes für
60 Minuten bei 37◦C und 5% CO2-Atmosphäre in Schrägstellung inkubiert. Danach
wurden die Überstände aller vier Röhrchen zusammengefasst und wiederum für fünf
Minuten bei 1400 U/min zentrifugiert. Mit dem in 0,4 ml Medium resuspendierten
Sediment wurden der Befund erhoben und die Funktionsteste durchgeführt.
3.5 Eosin – Vitalität
Der Anteil vitaler Spermien wurde durch Eosinfärbung ermittelt. Dabei wurden
10 µl Nativejakulat und 10 µl Eosin-G (Merck) auf einen Objektträger gegeben
und vermischt. Die Auswertung erfolgte unter dem Lichtmikroskop, wobei vitale
Zellen den Farbstoff ausschließen und folglich ungefärbt erscheinen, während tote
Spermatozoen eine rote Färbung zeigen. Der Referenzwert der WHO (Bals-Pratsch
et al. 1999) liegt bei mindestens 50% lebenden Spermien.
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3.6 Peroxidasereaktion – Leukozytenfärbung
Hierfür wurden 5 ml σ-Toluidin mit 10 µl H2O2 (1,5%) vermischt. Anschließend
erfolgte die Inkubation von 10 µl Ejakulat mit 190 µl der Peroxidaselösung für 30
Minuten bei 37◦C. Bei der Auswertung im Lichtmikroskop stellen sich Leukozyten
als braun gefärbte Rundzellen dar. Der Grenzwert für Leukozyten im Ejakulat liegt
bei 1 Mio./ml (Bals-Pratsch et al. 1999).
3.7 Spermienfunktionstests
3.7.1 TUNEL-Assay – DNA-Fragmentation
Der Anteil von Spermatozoen mit fragmentierter DNA wurde mit Hilfe des TUNEL-
(TdT-mediated dUTP Nick-End-Labeling) Assays unter fluoreszenzmikroskopischer
Auswertung (Gavrieli et al. 1992, Henkel et al. 2003a) ermittelt, wobei das Detection
Kit der Firma Promega (Mannheim, Deutschland) verwendet wurde.
Für die Ausstriche wurde gewaschenes Ejakulat verwendet. Dabei wurde das Eja-
kulat 1:5 mit PBS verdünnt und für 10 Minuten bei 400 × g zentrifugiert. Der
Überstand wurde abpipettiert, das Pellet erneut in PBS gelöst und der Vorgang
wiederholt, allerdings das Pellet nur 1:1 in PBS gelöst. Von dieser Suspension wur-
de ein 70 µl- Ausstrich auf einen Superfrost-Objektträger (Menzel, Braunschweig,
Deutschland) gemacht und dieser bei Raumtemperatur getrocknet. Der Ausstrich
wurde in frisch zubereiteter 4%-Formaldehydlösung (in PBS) für 25 Minuten fixiert
und danach in frischer PBS für 5 Minuten gewaschen. Es folgte das Permeabilisieren
der Zellen in 0,2%-Triton-X-100 für 5 Minuten, zweimaliges Waschen in PBS (5 Mi-
nuten) und, nach Abklopfen überschüssiger Flüssigkeit, das Hinzufügen von 100 µl
Equilibrierungspuffer für 10 Minuten. Während dieser Zeit wurde der Inkubations-
puffer mit den bereits aufgetauten 20 µl Nukleotidmix, 1 µl TdT-Enzym sowie 45 µl
Equilibrierungspuffer angesetzt. Nachdem 20 µl des Inkubationspuffers auf den Aus-
strich aufgebracht und beides mit einem Plastic-Cover-Slide bedeckt wurde, erfolgte
eine 60minütige Inkubation unter Lichtschutz in einer feuchten Kammer bei 37◦C.
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Die Reaktion wurde beendet durch Eintauchen des Objektträgers in 2×SSC für
15 Minuten bei Raumtemperatur. Nach erneutem zweimaligen Waschen in frischer
PBS (5 Minuten) und Entfernen überschüssiger Flüssigkeit wurde nach Zugabe eines
Tropfens Anti-Fade-Solution und Aufbringen eines Deckgläschens die Auswertung
im Fluoreszenzmikroskop sofort begonnen.
3.7.2 Dihydroethidium – Nachweis intrazellulärer Sauerstoff-
radikale
Durch die Färbung mit Dihydroethidium (DHE), welches durch freie Sauerstoffradi-
kale zu Ethidium oxidiert wird und dadurch seine Lichtemission verändert, gelingt
der Nachweis intrazellulärer ROS-Produktion in den Spermien.
180 µl gewaschenes Ejakulat (Methodik siehe 3.7.1) wurden mit 20 µl DHE ver-
setzt und für 15 Minuten bei 37◦C inkubiert. Nach Aufbringen eines Ausstriches auf
einen Objektträger folgte die sofortige Auswertung unter dem Fluoreszenzmikro-
skop. ROS-produzierende Spermatozoen erscheinen rot fluoreszierend und wurden
als ROS-positiv deklariert, ferner erfolgte eine Unterteilung in Spermien mit und
ohne Zytoplasmatropfen.
3.7.3 Anilinblau – Chromatinkondensation
Dieser saure Farbstoff lagert sich an basische Histone der Spermien-DNA an. Je
stärker die Blaufärbung der Spermatozoen, desto höher ist der Anteil der Histone
in der Spermien-DNA. Die Einteilung ist in Tabelle 3.1 dargestellt.
Tabelle 3.1: Einteilung der Kategorien der Anilinblaufärbung
Kategorie 0: ungefärbtes Spermium
Kategorie 1: leichte Blaufärung, akrosomaler Ring sichtbar
Kategorie 2: Blaufärbung des kompletten Spermienkopfes oder mittlere bis
starke Blaufärbung, die mehr als nur das postakrosomale Segment
beinhaltet
Kategorie 3: starke Blaufärbung des kompletten Spermienkopfes
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Für den Ausstrich wurden 20 µl gewaschenes Ejakulat (Methodik siehe 3.7.1) auf
einen Objektträger aufgebracht und luftgetrocknet. Nach einer 30minütigen Fixie-
rung in 3% Glutaraldehyd (25%, Calbiochem) schloss sich der eigentliche Färbe-
vorgang für 7 Minuten mit Anilinblau (Sigma-Aldrich) an. Überschüssiger Farbstoff
wurde mit PBS abgespült und der Ausstrich nach den oben genannten Kriterien im
Lichtmikroskop ausgewertet.
3.7.4 Chromomycin A3 – Chromatinkondensation
Der Fluoreszenzfarbstoff CMA3 konkurriert mit den Protaminen der Spermien-DNA
um eine Bindungsstelle. Bei korrekter Chromatinkondensation während der Sper-
matogenese sind alle Bindungsstellen bereits durch Protamine besetzt, so dass sich
kein CMA3 anlagern kann, die Spermien sind ”
CMA3-negativ“ (Kategorie 0). Im
Gegensatz dazu zeigt eine starke gelbe Fluoreszenz einen Protaminmangel an, die
Spermien sind
”
CMA3-positiv“ (Kategorie 2). Bei der Auswertung fiel eine weitere
Gruppe von Spermien auf, welche weder eindeutig als gefärbt noch als ungefärbt
klassifiziert werden konnte. Diese grenzwertigen Färbemuster, zumeist mit fluores-
zierendem akrosomalen Ring, wurden in die Kategorie 1 eingeordnet.
Mittels Carnoy Mixture (Methanol/Essigsäure 3:1) wurde das gewaschene Ejakulat
(Methodik siehe 3.7.1) für 8 Minuten bei 4◦C fixiert. 70 µl der Suspension wurden
auf einen Objektträger ausgestrichen, luftgetrocknet und mit 100 µl CMA3 (Sigma
St Louis, MO, USA) (0,25 mg/ml in McIllvain-Puffer [pH 7,0; beinhaltet 10 mM
MgCl2]) überschichtet. Nach 30 Minuten Inkubation unter Lichtschutz wurde der
Farbstoff mit McIllvain-Puffer abgespült, ein Tropfen Anti-Fade-Solution auf den
Ausstrich aufgebracht und dieser im Fluoreszenzmikroskop analysiert.
3.8 Fotodokumentation
Ausgewählte Ausstriche der Färbungen zur intrinsischen ROS-Produkion (Dihydro-
ethidiumfärbung), zur Chromatinkondensation (Anilinblaufärbung) sowie zur DNA-
Fragmentation (TUNEL-Assay) wurden fotografisch festgehalten. Die Aufnahmen
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wurden mit einer Aufsetzkamera MC63 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) bei 100-
facher Vergrößerung durchgeführt. Es wurde ein Farbfilm ISO 400/27◦C (Kodak,
Stuttgart, Deutschland) verwendet.
3.9 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung der Statistical Package of
Social Studies - Software (SPSS, Version 15). Die Normalverteilungen der Daten
wurden durch den Kolmogorov-Smirnov-Test ermittelt. Lag eine Normalverteilung
vor, so erfolgte die Berechnung von Zusammenhängen zwischen einzelnen Parame-
tern mittels Stichproben-Maßkorrelationskoeffizient nach Pearson, bei nicht normal-
verteilten Parametern wurde der Stichproben-Rangkorrelationskoeffizient nach Spe-
arman genutzt. Grafisch wurden diese Zusammenhänge durch Regressionsgeraden
sichtbar gemacht. Mit Hilfe von Boxplots wurden die Ergebnisse der verschiedenen
Untersuchungen hinsichtlich mittlerer Lage, Streuung und Gestalt dargestellt. Zur
Klärung der Frage nach signifikanten Unterschieden zwischen einzelnen Gruppen
wurden die nichtparametrischen Tests H-Test nach Kruskal-Wallis und U-Test nach




4.1 Daten zur Untersuchungsgruppe
Für die Untersuchungen wurden die Ejakulate von insgesamt 70 Patienten der Steri-
litätssprechstunde der Universitätsfrauenklinik Jena verwendet. 42 Proben wurden
aus diagnostischen Zwecken untersucht, bei 28 Patienten erfolgte innerhalb der The-
rapie eine Aufbereitung.
Das Durchschnittsalter betrug 35,1 Jahre (± 5,8), wobei der jüngste Patient 22
Jahre und der älteste 51 Jahre waren.
60 Patienten wiesen eine gänzlich unauffällige bisherige Krankengeschichte auf, bei
10 Patienten wurden die in der Tabelle 4.1 aufgeführten auffälligen anamnestischen
Daten erfasst.
Tabelle 4.1: Auffällige Befunde in der Anamnese




1 Z.n. Vasektomie und Vasosvasostomie
3 Z.n. Inguinalhernioplastik
1 Z.n. Inguinalhernioplastik, Spermatozele
1 mehrjährige Behandlung mit Prednisolon
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4.2 Ergebnisse der Spermiogrammbefunde vor
und nach Aufbereitung
Nach Auswertung der Spermiogramme nach den Vorgaben der WHO (Bals-Pratsch
et al. 1999) ergab sich die in der nachfolgenden Tabelle 4.2 aufgeführte Patienten-
gruppierung.






In die Gruppen der Oligoastheno- sowie der Teratozoospermie konnten keine Pati-
enten eingegliedert werden.
Hinsichtlich der Spermatozoendichte wiesen alle drei Gruppen nach Aufbereitung
kleinere Spannweiten und Stichprobenquartilabstände auf, ebenso war der Medi-
an zu niedrigeren Werten hin verschoben (Normozoospermie: nativ 101,6 Mio/ml,
Swim-Up 57,2 Mio/ml; Asthenozoospermie: nativ 40,55 Mio/ml, Swim-Up 15,55
Mio/ml; OAT-Syndrom: nativ 10,7 Mio/ml, Swim-Up 2,4 Mio/ml). Allerdings ist
nicht von allen Proben die Dichte nach Swim-Up ermittelt worden, da teilweise das
gesamte aufbereitete Ejakulat zu therapeutischen Zwecken genutzt wurde (IVF).
Sowohl in der Gruppe der Normo- als auch Astheno- bzw. Oligo-Asthenozoo-Tera-
tozoospermie erhöhte sich nach Ejakulataufbereitung der prozentuale Anteil der
progressiv beweglichen Spermien. Dabei verbesserte sich in allen drei Gruppen der
Median (Normozoospermie: nativ 53%, Swim-Up 78%; Asthenozoospermie: nativ
35%, Swim-Up 74%; OAT-Syndrom: nativ 16%, Swim-Up 45%). In den beiden erst-
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genannten lag sogar der Minimalwert nach Aufbereitung über dem Maximalwert des
Nativejakulates.
Die Ergebnisse für Dichte und Motilität in den einzelnen Gruppen zeigen die Abbil-









Gruppe = Asthenozoospermie .
Verarbeitete Fällea
28 90,3% 3 9,7% 31 100,0%
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Gruppe = Asthenozoospermie .
Verarbeitete Fällea
31 100,0% 0 ,0% 31 100,0%
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(b) Progressivmotilität (WHO a+b) [%]
(p<0,001**)










Gruppe = OAT-Syndrom .
Verarbeitete Fällea
13 59,1% 9 40,9% 22 100,0%
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Gruppe = OAT-Syndrom .
Verarbeitete Fällea
21 95,5% 1 4,5% 22 100,0%
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(b) Progressivmotilität (WHO a+b) [%]
(p<0,001**)
Abbildung 4.2: Ergebnisse für Asthenozoospermie



































(b) Progressivmotilität (WHO a+b) [%]
(p<0,003**)
Abbildung 4.3: Ergebnisse für das OAT-Syndrom
4.3 Vitalität
Mittels Eosinfärbung wurde der Anteil vitaler Spermien bestimmt. Die durchschnitt-
liche Vitalität aller Proben betrug 40% (Median). 22 Ejakulate erreichten den von
der WHO geforderten Referenzwert von mindestens 50% lebenden Spermatozoen.
4.4 Leukozyten
Der Median peroxidase-positiver Leukozyten im Ejakulat, ermittelt durch die Stan-
dard-Peroxidasefärbung, ergab 0,8 Mio./ml. Insgesamt 32 Proben haben den aktu-
ellen Grenzwert von maximal 1 Mio. Leukozyten je ml Ejakulat überschritten und
erfüllten so das Kriterium einer Leukozytospermie.
4.5 pH-Wert
Die erfassten pH-Werte lagen im Bereich von 7,2 bis 8,1. Somit wurde von allen
Proben der Referenzwert von pH 7,2 oder höher erreicht.
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4.6 FSH
Von insgesamt 34 Patienten wurden die FSH-Werte im Serum bestimmt. Der Mini-
malwert lag bei 1,20 mIU/ml und der Maximalwert bei 11,90 mIU/ml.
4.7 Testosteron
Von diesen 34 Patienten wurde außerdem der freie Testosteronwert im Serum ermit-
telt. Dieser lag zwischen Minimum 3,00 und Maximum 85,05 pmol/l.
4.8 Ergebnisse der Funktionstests
4.8.1 DNA- Fragmentation (TUNEL-Assay)
Der TUNEL-Assay wird genutzt, um das Maß der DNA-Fragmentation von Spermi-
en zu bestimmen. Mit zunehmender DNA-Fragmentation werden mehr Bindungs-
stellen für den Fluoreszenzfarbstoff frei, und folglich erhöht sich das Ausmaß der
Fluoreszenz. Die Abbildung 4.4 demonstriert das fluoreszenz- sowie das lichtmikro-
skopische Bild der TUNEL-Färbung. Das mit 1 beschriftete Spermium ist TUNEL-




(b) Lichtmikroskopische Darstellung des
gleichen Ausstrichs
Abbildung 4.4: Fotodokumentation TUNEL-Assay
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Im TUNEL-Assay zeigte sich im Nativejakulat zu 12% (Median) eine TUNEL-
positive Reaktion, demgegenüber wiesen 37% der Swim-Up-Ausstriche eine DNA-

















Abbildung 4.5: TUNEL-positive Spermatozoen vor und nach Aufbereitung [%]
( <0,001**)
Zur genaueren Differenzierung der Ergebnisse erfolgte eine Auswertung entsprechend
der Diagnosegruppen, welche anhand der Spermiogrammbefunde ermittelt wurden.
Die Abbildung 4.6 stellt diese Ergebnisse grafisch dar.
Verarbeitete Fälle
0 ,0% 16 100,0%
0 ,0% 31 100,0%
1 4,5% 22 100,0%
0 ,0% 16 100,0%
0 ,0% 31 100,0%

























































Abbildung 4.6: Ergebnisse der DNA-Fragmentation in den einzelnen Diagnosegruppen
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Bei den Proben des Nativejakulates erhöhten sich Median, Maximalwert und Spann-
weite von der Gruppe der Normo- über die Astheno- hin zur Oligoasthenozoosper-
mie. Die genauen Ergebnisse sind in Tabelle 4.3 aufgelistet.
Tabelle 4.3: Ergebnisse des TUNEL-Assays im Nativejakulat
Normozoospermie Asthenozoospermie OAT-Syndrom
Median 7,5 11 20
Minimum 3 4 6
Maximum 15 28 38
Spannweite 12 24 32
Für die Mediane (Normozoospermie µ1, Asthenozoospermie µ2, Oligoasthenozoo-
spermie µ3) wurde ein signifikanter Unterschied wie folgt nachgewiesen:
Für den Test auf Gleichheit der Mediane zweier Diagnosegruppen wurde der Mann-
Whitney-Test angewendet. Die Ergebnisse zeigt die folgende Tabelle 4.4.
Tabelle 4.4: Ergebnisse des Mann-Whitney-Tests (paarweise)
p (Nativejakulat) p (aufbereitetes Ejakulat)
µ1 = µ2 0, 044 0, 514
µ2 = µ3 0, 001 0, 006
µ1 = µ3 < 0, 001 0, 063
Für die globale Testhypothese µ1 = µ2 = µ3 wurde der Kruskal-Wallis-Test an-
gewendet (p=< 0, 001). Das Bonferroni-Holm-Verfahren (Quednau 1992) lieferte
µ1 6= µ2 6= µ3 für das Signifikanzniveau α = 0, 05. Es konnte somit ein signifikanter
Unterschied zwischen den drei Diagnosegruppen nachgewiesen werden.
Nach Aufbereitung fand ein Angleich der Mediane statt, er lag in der Gruppe der
Normozoospermie bei 35%, in der Gruppe der Asthenozoospermie bei 34% und bei
Patienten mit OAT-Syndrom bei 41%. Ebenfalls fiel die in allen drei Gruppen recht
ausgeprägte Streuung der Werte im Vergleich zu den Resultaten des Nativejakulates
auf.
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In diesem Fall ergab der Kruskal-Wallis-Test für die globale Testhypothese p=0, 017.
Das Bonferroni-Holm-Verfahren lieferte hier einen signifikanten Unterschied der Me-
diane der Gruppen Asthenozoospermie und Oligoasthenozoospermie (d. h. µ2 6= µ3).
4.8.2 Reaktive Sauerstoffspezies (DHE-Färbung)
Mit Hilfe der ROS-Färbung wird die intrazelluläre Produktion freier Sauerstoffradi-
kale nachgewiesen. ROS-positive Spermien sind durch einen hohen Anteil von radi-
kalen O2-Spezies gekennzeichnet.
Nach Aufbereitung fiel eine größere Spannweite (92%) im Vergleich zum Ergebnis-
bereich des Nativejakulates auf (74%). Der Median sank von 59,5% (Nativejakulat)





















Abbildung 4.7: ROS-positive Spermatozoen vor und nach Aufbereitung [%] (p<0,001**)
Auch bei dieser Färbung wurde eine differenziertere Auswertung anhand der Sub-
gruppierungen durchgeführt, wobei weder bei den Proben des Nativejakulates noch
bei denen des mittels Swim-Up-Technik aufbereiteten Ejakulates signifikante Unter-
schiede zwischen den einzelnen Diagnosegruppen festgestellt werden konnten. Eine
grafische Darstellung dieses Sachverhalts liefert die Abbildung 4.8.
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Verarbeitete Fälle
0 ,0% 16 100,0%
0 ,0% 31 100,0%
0 ,0% 22 100,0%
0 ,0% 16 100,0%
0 ,0% 31 100,0%
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Eine vermehrte Anlagerung des Farbstoffes an Histone der Spermien-DNA signali-
siert eine fehlerhafte Chromatinkondensation. Anilinpositive Spermatozoen haben
einen zu hohen Anteil dieser Histone. Ein Wert von maximal 25% anilinpostiven
Spermatozoen gilt noch als physiologisch (Dadoune et al. 1988). In der Abbildung
4.9 kommen Spermien verschiedener Kategorien der Anilinblaufärbung zur Darstel-
lung. Das Spermium der Kategorie 0 ist ungefärbt, das der Kategorie 1 leicht gefärbt;
beide werden als anilinnegativ zusammengefasst. Die beiden Spermien der Kategorie
3 weisen eine starke Blaufärbung auf und gelten als anilinpositiv. Die Kategorie 2,
ebenfalls als anilinpositiv einzustufen, ist nicht abgebildet.
Der Anteil anilinpositiver Spermatozoen vor und nach Aufbereitung verringerte sich
signifikant (Median nativ 46%, Swim-Up 39%; Ergebnisbereich nativ 5-83%, Swim-
Up 5-76%; Spannweite nativ 78%, Swim-Up 71%), wie in Abbildung 4.10 visualisiert.
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Abbildung 4.10: Anilinpositive Spermatozoen vor und nach Aufbereitung [%]
(p<0,013**)
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Das Balkendiagramm in Abbildung 4.11 präsentiert die Verteilung anilinpositiver
und anilinnegativer Proben. Der Anteil physiologischer Anilinblaufärbungen, d.h.
innerhalb des vorgegebenen Bereiches von maximal 25% angefärbten Spermien, lag
bei 20 von insgesamt 63 ausgewerteten Ausstrichen des Nativejakulates. Davon ent-
fielen 6 von 16 Färbungen auf die Gruppe Normozoospermie, 9 von 28 Färbungen
auf die Gruppe der Asthenozoospermie und 5 von 19 auf Färbungen von Patienten
mit OAT-Syndrom. Ähnliche Ergebnisse wurden auch nach Aufbereitung ermittelt.
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Abbildung 4.11: Anilinfärbung in den einzelnen Diagnosegruppen
4.8.3.2 Chromomycin A3
Durch den Fluoreszenzfarbstoff Chromomycin A3 angefärbte Spermien weisen einen
Protaminmangel und damit eine pathologische Chromatinkondensation auf.
Die Ergebnisse der CMA3-Färbung zeigten einen signifkanten Abfall des Anteils
CMA3-positiver Spermien nach Aufbereitung (Median nativ 27%, Swim-Up 20%;
Ergebnisbereich nativ 6-71%, Swim-Up 2-50%), wie Abbildung 4.12 aufzeigt.

















Abbildung 4.12: CMA3-positive Spermatozoen vor und nach Aufbereitung [%]
(p<0,001**)
4.9 Korrelationen der Spermiogrammparameter
Im Folgenden wurden die Spermiogrammparameter inklusive Vitalität untereinan-
der sowie zu den funktionellen Parametern in Zusammenhang gesetzt.
4.9.1 Dichte
Durch Auszählung der Spermien in einer Zählkammer wird die Spermatozoendichte
des Ejakulates im Rahmen des Basisspermiogramms ermittelt.
4.9.1.1 Der Zusammenhang von Dichte und Motilität
Stark positive lineare Zusammenhänge ergaben die Korrelation von Dichte und Pro-
gressivmotilität (WHO a+b) sowohl bei den Proben des Nativ- als auch des Swim-
Up-Ejakulates. Im Gegensatz dazu korrelierte der Anteil immotiler Spermien (WHO
d) negativ mit der Spermatozoendichte. Eine hohe Dichte ging einher mit einem ho-
hen Anteil beweglicher bzw. progressiv beweglicher Spermien. Alle Zusammenhänge
waren hochsignifikant. Die Tabelle 4.5 gibt die genauen Zahlenwerte wieder, die
Abbildung 4.13 verdeutlicht die Zusammenhänge beispielhaft.
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Tabelle 4.5: Zusammenhang von Spermatozoendichte und Kategorien der Motilität im
Nativ- sowie im aufbereiteten Ejakulat
r p N
Nativejakulat WHO a 0,726 <0,001** 69
Nativejakulat WHO a+b 0,703 <0,001** 69
Nativejakulat WHO d −0,585 <0,001** 69
Swim-Up WHO a 0,804 <0,001** 57
Swim-Up WHO a+b 0,802 <0,001** 57



























































(a) Nativejakulat (b) aufbereitetes Ejakulat
Abbildung 4.13: Zusammenhang von Spermatozoendichte und Progressivmotilität
(WHO a+b)
4.9.1.2 Der Zusammenhang von Dichte und Vitalität
Die Dichte korrelierte hochsignifikant positiv mit der Vitalität (r= 0,608; p< 0,001**;
N= 66). Mit zunehmender Spermatozoendichte erhöhte sich also der Anteil lebender
Spermien in der Probe. Dies ist grafisch dargestellt in Abbildung 4.14.
4.9.1.3 Der Zusammenhang von Dichte und TUNEL-Assay
Es resultierte ein indirekt proportionales Verhältnis von Dichte und TUNEL-po-
sitiven Spermien im Nativejakulat (r= -0,514; p< 0,001**; N= 69), welches nach
Aufarbeitung im Swim-Up-Präparat nicht mehr nachweisbar war. Wie Abbildung






























Abbildung 4.14: Zusammenhang von Spermatozoendichte und Vitalität
4.15 aufzeigt, ist die durch den TUNEL-Assay erfasste DNA-Fragmentation umso






























Abbildung 4.15: Zusammenhang von Spermatozoendichte und TUNEL-positiven Sper-
mien im Nativejakulat
4.9.1.4 Der Zusammenhang von Dichte und ROS-produzierenden Sper-
mien
Wurden einzelne Untergruppen zur Klassifikation ROS-produzierender Spermato-
zoen zusammengefasst, so ergaben sich positive Zusammenhänge zwischen der Sper-
miendichte und den Spermien, die keine radikalen Sauerstoffspezies bilden. Im Um-
kehrschluss war die Korrelation der Dichte mit ROS-positiven Spermatozoen ne-
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gativ (r=-0,307; p=0,010**; N=70). Diese in Abbildung 4.16 präsentierten Zusam-
menhänge konnten nur bei den Proben des Nativejakulates nachgewiesen werden.
Unterschied man bei den sauerstoffradikalbildenden Spermatozoen zwischen solchen































Abbildung 4.16: Zusammenhang von Spermatozoendichte und ROS-produzierenden
Spermatozoen im Nativejakulat
4.9.2 Motilität
Die Motilität wird als Teil des Basisspermiogramms nach den Vorgaben des WHO-
Laborhandbuches ermittelt.
Tabelle 4.6: Klassifikation der Spermienmotilität
WHO a: schnelle progressive Beweglichkeit
WHO b: langsame oder träge progressive Beweglichkeit
WHO c: nichtprogressive Beweglichkeit
WHO d: Immotilität
Zusätzlich zu dieser in Tabelle 4.6 angegebenen Einteilung fasst man Spermatozoen
der Kategorien WHO a und b unter der Bezeichnung
”
Progressivmotilität“ zusam-
men, die Kategorien WHO a, b und c unter
”
Gesamtmotilität“.
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Wie unter 4.9.4.2 genannt, konnte ein Zusammenhang zwischen Motilität und FSH
festgestellt werden. Ferner korrelierte auch die Spermiendichte (4.9.1.1) mit verschie-
denen Untergruppen der Motilität.
4.9.2.1 Der Zusammenhang von Motilität und TUNEL-Assay
Ein stark negativer Zusammenhang wurde zwischen der Progressivmotilität (d.h.
WHO a+b) sowie der schnellen Progressivmotilität (d.h. WHO a) und den TUNEL-
positiven Spermatozoen ermittelt. Das heißt, dass bei steigender DNA-Fragmenta-
tion, also hohem Anteil TUNEL-positiver Spermien, eine Verschlechterung der Mo-
tilität zu verzeichnen war. Am deutlichsten zeigte sich dies bei den Ergebnissen des
Nativejakulates. In den Abbildungen 4.17 und 4.18 werden diese Zusammenhänge









































































(a) Nativejakulat (b) aufbereitetes Ejakulat
Abbildung 4.17: Zusammenhang von Spermien mit schneller Progressivmotilität (WHO
a) und TUNEL-positiven Spermatozoen
































































(a) Nativejakulat (b) aufbereitetes Ejakulat
Abbildung 4.18: Zusammenhang von progressiv beweglichen Spermien (WHO a+b) und
TUNEL-positiven Spermatozoen
Tabelle 4.7: Zusammenhang der Progressivmotilität sowie der schnellen Progressivmoti-
lität im Nativejakulat mit TUNEL-positiven Spermatozoen (Nativ und Swim-Up)
r p N
Nativejakulat WHO a −0,630 <0,001** 69
Nativejakulat WHO a+b −0,658 <0,001** 69
Swim-Up WHO a −0,417 <0,001** 67
Swim-Up WHO a+b −0,381 <0,001** 67
4.9.2.2 Der Zusammenhang von Motilität und Chromatinkondensation
Die Färbungen zur Chromatinkondensation (Anilinblau, Chromomycin A3) wiesen
verschiedene Zusammenhänge zur Motilität auf. Während keine Kategorie der Ani-
linblaufärbung eine Korrelation zur Motilität erkennen ließ, wurden statistisch si-
gnifikante Zusammenhänge der Spermatozoenbeweglichkeit mit dem Anteil CMA3-
positiver bzw. -negativer Spermien gefunden. Wie die folgenden Grafiken in Abbil-
dung 4.19 und die Tabelle 4.8 verdeutlichen, ergab sich ein höherer Korrelations-
koeffizient beim Zusammenfassen der Kategorien 0 und 1 der Chromomycin A3 -
Färbung im Vergleich zum Zusammenfassen der Kategorien 1 und 2.
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(a) CMA3-negativ (b) CMA3-positiv
Abbildung 4.19: Zusammenhang der CMA3-Färbung des aufbereiteten Ejakulates mit
progressiv motilen Spermien (WHO a+b) des Nativejakulates
Tabelle 4.8: Zusammenhang der Progressivmotilität im Nativejakulat mit verschiedenen
Untergruppen der CMA3-Färbung
r p N
CMA3 Kat. 0+1 0,437 <0,001** 69
CMA3 Kat. 2 −0,332 =0,007** 64
CMA3 Kat. 0 0,292 <0,019* 64
CMA3 Kat.1+2 −0,630 =0,609 69
4.9.3 Vitalität
Die Eosinfärbung markiert mittels Farbausschlussmethode avitale Spermatozoen.
4.9.3.1 Der Zusammenhang von Vitalität und TUNEL-Assay
Je höher der Anteil vitaler Spermien einer Probe, desto weniger Spermien zeigten
eine DNA-Fragmentation. Die Abbildung 4.20 demonstriert diese sowohl im nativen
als auch im aufbereiteten Ejakulat erhobenen Zusammenhänge. Beide Korrelationen
waren statistisch hochsignifikant (nativ: r= -0,612; p< 0,001**; N= 66; Swim-Up:
r= -0,414; p< 0,001**; N= 65).







































(a) Nativejakulat (b) aufbereitetes Ejakulat
Abbildung 4.20: Zusammenhang von Vitalität und TUNEL-positiven Spermatozoen
4.9.3.2 Der Zusammenhang von Vitalität und ROS-Produktion
Differenzierte man bei der ROS-Färbung lediglich zwischen ROS-positiven und ROS-
negativen Spermatozoen, ohne eine weitere Unterteilung in Spermien mit und ohne
zytoplasmatischen Rest zu machen, so ergab sich eine signifikant negative Korrela-
tion der ROS-positiven Spermien mit der Vitalität. Je mehr avitale Spermien in der
Probe waren, desto größer war die Produktion radikaler Sauerstoffspezies. Dieser
Zusammenhang konnte, ähnlich stark ausgeprägt, sowohl im nativen als auch im
aufbereiteten Ejakulat (nativ: r= -0,319; p= 0,009**; N= 66; Swim-Up: r= -0,367;
p= 0,002**; N= 66) abgeleitet werden. Die Grafiken der Abbildung 4.21 zeigen die
beschriebenen Korrelationen.
4.9.3.3 Der Zusammenhang von Vitalität und Chromomycin A3-Färbung
Während im Nativejakulat kein positiver Zusammenhang der Vitalität mit CMA3-
negativen Spermatozoen nachzuweisen war (r= 0,038; p= 0,763; N= 65), fand sich in
der Swim-Up-Probe eine signifikant positive Korrelation (r= 0,134; p= 0,3;
N= 62) beider Werte. Grafisch dargestellt wird diese Beziehung in Abbildung 4.22.







































(a) Nativejakulat (b) aufbereitetes Ejakulat




















Abbildung 4.22: Zusammenhang von Vitalität mit CMA3-negativen Spermatozoen im
aufbereiteten Ejakulat
4.9.4 FSH
4.9.4.1 Der Zusammenhang von FSH und Dichte
Der FSH-Wert im Serum und die Spermatozoendichte waren im Nativejakulat ne-
gativ korreliert (r= -0,365; p= 0,034*; N= 34), illustriert in Abbildung 4.23. Mit
steigendem FSH-Wert sank die Anzahl von Spermien in der Probe.





















































Abbildung 4.23: Zusammenhang von FSH i.S. und Spermatozoendichte
4.9.4.2 Der Zusammenhang von FSH und Motiliät
Wie die Grafiken der Abbildung 4.24 darstellen, zeigte sich ein jeweils negativer
Zusammenhang zwischen d m Hormon FSH im Serum und der Progressivmotilität
(d.h. WHO a+b) sowie der schnellen Progressivmotilität (d.h. WHO a). Je höher der
FSH-Wert im Serum, desto geringer war der Anteil progressiv beweglicher Spermi-
en. Dieser Zusammenhang zur Spermatozoenbeweglichkeit ließ sich nur im nativen
Ejakulat nachweisen. Die genauen Werte gibt die Tabelle 4.9 wieder.






























(a) Progressivmotilität (WHO a+b) [%]
(b) Schnelle Progressivmotilität (WHO a)
[%]
Abbildung 4.24: Zusammenhang von FSH i.S. und der Progressiv- (WHO a+b) sowie
der schnellen Progressivmotilität (WHO a) im Nativejakulat
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Tabelle 4.9: Zusammenhang von FSH i.S. und der Progressiv- (WHO a+b) sowie der
schnellen Progressivmotilität (WHO a)
r p N
WHO a+b −0,434 =0,010* 34
WHO a −0,507 =0,002** 34
4.9.4.3 Der Zusammenhang von FSH und TUNEL-Assay
Ein signifikant positiver Zusammenhang wurde zwischen dem FSH-Wert im Serum
und dem Anteil TUNEL-positiver Spermien gefunden (r= 0,383; p= 0,025*; N= 34).
Der Anteil von Spermatozoen mit DNA-Fragmentation erhöhte sich also mit stei-
gendem FSH-Wert, wie die Grafik 4.25 veranschaulicht. Auch dieser Zusammenhang





















































Abbildung 4.25: Zusammenhang von FSH i.S. und TUNEL-positiven Spermatozoen im
Nativejakulat
4.9.5 Testosteron
Im Gegensatz zum FSH war ein Zusammenhang vom freien Testosteron im Serum
weder mit Sp rmiogramm- noch mit Funktionsparametern feststellbar.
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4.9.6 DNA-Fragmentation – TUNEL-Assay
Der TUNEL-Assay färbt die DNA-Fragmentation in Spermien an. Solche mit DNA-
Fragmentation werden als TUNEL-positiv deklariert.
4.9.6.1 Der Zusammenhang der Ergebnisse des TUNEL-Assays vor und
nach Aufbereitung
Beim Vergleich der Werte vor und nach Aufbereitung ergab sich eine hochsignifikante
Korrelation der Ergebnisse des TUNEL-Assays. Bei allen hier untersuchten Proben
kam es nach Ejakulataufbereitung mittels Swim-Up-Technik zur Zunahme des An-
teils DNA-fragmentierter Spermien (r= 0,374; p= 0,002**; N= 68). Dies visualisiert
die Abbildung 4.26.




















































































Abbildung 4.26: Zusammenhang von TUNEL-positiven Spermatozoen im Nativejakulat
und im aufbereitetem Ejakulat
4.9.6.2 Der Zusammenhang von TUNEL-Assay und ROS-Produktion
Zu den Untergruppen der ROS-Färbung zeigte der TUNEL-Assay keinerlei Korre-
lationen.
4.9.6.3 Der Zusammenhang von TUNEL-Assay und Chromomycin A3-
Färbung
Verfährt man analog zu 4.9.2.2 und setzt TUNEL-positive Spermien des Nativ-
ejakulates mit den einzelnen Untergruppen der Chromomycin A3 - Färbung in Zu-
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sammenhang, so war dieser stärker, wenn man die Kategorie 1 zu den CMA3 - ne-
gativen Spermien hinzuzählte. Im Gegensatz dazu verstärkte sich die positive bzw.
negative Korrelation und wurde sogar hochsignifikant, bei Korrelation der TUNEL-
positiven Spermien des aufbereiteten Ejakulates mit den Kategorien 0 bzw. 1 und
2 der CMA3 - Färbung (Swim-Up). Die entsprechenden Ergebnisse sind in den Ta-
bellen 4.10 und 4.11 dargestellt.
Tabelle 4.10: Zusammenhang der TUNEL-positiven Spermatozoen (Nativejakulat) mit
verschiedenen Untergruppen der CMA3-Färbung (nach Swim-Up)
r p N
CMA3 Kat. 0+1 −0,272 <0,028* 65
CMA3 Kat. 2 0,274 =0,027* 65
CMA3 Kat. 0 −0,239 <0,057 64
CMA3 Kat.1+2 0,256 =0,039* 65
Tabelle 4.11: Zusammenhang der TUNEL-positiven Spermatozoen (nach Swim-Up) mit
verschiedenen Untergruppen der CMA3-Färbung (nach Swim-Up)
r p N
CMA3 Kat. 0+1 −0,296 <0,017* 65
CMA3 Kat. 2 0,298 =0,016* 65
CMA3 Kat. 0 −0,381 <0,002** 64
CMA3 Kat.1+2 0,294 =0,015* 65
4.9.7 Dihydroethidium - ROS-Färbung
Mit Hilfe der ROS-Färbung wird die intrazelluläre Produktion freier Sauerstoffradi-
kale nachgewiesen.
4.9.7.1 Der Zusammenhang von ROS-Färbung und Spermiogrammpa-
rametern
Wie unter 4.9.1.4 präsentiert, existierte eine signifikant negative Korrelationen zwi-
schen Spermiendichte und der Produktion von Sauerstoffradikalen durch die Sper-
mien.
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Ebenfalls negativ korreliert waren der Anteil lebender Spermien in der Ejakulatprobe
mit der ROS-Produktion, zu finden unter 4.9.3.2.
4.9.7.2 Der Zusammenhang von ROS-Färbung und Färbungen zur
Chromatinkondensation
Korrelationen der Dihydroethidiumfärbung mit der Anilinblaufärbung ergaben in
den einzelnen Untergruppen ein uneinheitliches Bild.
Im Gegensatz dazu zeigten sich deutlichere Tendenzen in Bezug auf die Chromomy-
cin A3 - Färbung. So korrelierten - bis auf eine Ausnahme - alle ROS-Kategorien,
bei denen Nativejakulat bearbeitet wurde, mit der CMA3-Färbung (nativ und auf-
bereitet). Dabei fand sich ein signifikanter, teilweise sogar hochsignifikant positiver
Zusammenhang von ROS-positiven und CMA3-positiven Spermien. Mit steigendem
Anteil der Sauerstoffradikalproduktion in den Spermatozoen stieg auch der Anteil
fehlerhafter Chromatinkondensation. Die genauen Werte zeigt die folgende Tabel-
le 4.12, die fett markierten Zusammenhänge sind grafisch in der Abbildung 4.27
dargestellt.
Tabelle 4.12: Zusammenhang von ROS-positiven Spermatozoen (Nativejakulat) mit ver-
schiedenen Untergruppen der CMA3-Färbung
r p N
CMA3 Kat. 0 Nativ −0,247 0,042* 68
CMA3 Kat. 0 Swim-Up −0,352 0,004** 64
CMA3 Kat. 1 Nativ 0,290 0,017* 68
CMA3 Kat. 1 Swim-Up 0,286 0,022* 64
CMA3 Kat. 2 Nativ 0,137 0,264 68
CMA3 Kat. 2 Swim-Up 0,282 0,024* 64
CMA3 Kat. 0+1 Nativ −0,130 0,286 69
CMA3 Kat. 0+1 Swim-Up −0,284 0,018* 69
CMA3 Kat. 1+2 Nativ 0,233 0,055 69
CMA3 Kat. 1+2 Swim-Up 0,268 0,026* 69





















































































































































































































































































Abbildung 4.27: Zusammenhang von ROS-positiven permatozoen (Nativejakulat) mit
verschiedenen Untergruppen der CMA3-Färbung
4.9.8 Chromatinko densation I – Anilinblaufärbung
Die Ergebni s der Anilinblaufärbung zeigten weder Zusammenhänge zu den mittels
Spermiogramm erhobenen Daten noch zu den funktionellen Spermatozoenparame-
t rn. Ebenso konn keine Korrelation zwischen den beiden Färbungen zur Erfassung
der Chromatinkondensation, Anilinblau und Chromomycin A3, gefunden werden.
Dies gilt sowohl für die Resultate des Nativejakulats als auch des aufbereiteten Eja-
kulats.
4.9.9 Chromatinkondensation II – Chromomycin A3-Färbung
Wie unter 3.7.4 erwähnt, wurde zusätzlich zu der bereits in der Literatur publizierten
Einteilung in chromomycin A3-positive (d.h. Kategorie 2) und chromomycin A3-
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negative (d.h. Kategorie 0) Spermatozoen eine dritte Gruppe, Kategorie 1, evaluiert.
Im Rahmen der statistischen Auswertung brachte jedoch die Unterscheidung von
drei Färbestufen im Vergleich zu zwei keinen zusätzlichen Erkenntnisgewinn. Daher
wurde im folgenden nur zwischen chromomycin A3-positiven und chromomycin A3-
negativen Spermien unterschieden.
Die am Nativejakulat erhobenen Werte der Chromomycin A3-Färbung zeigten kei-
nerlei Zusammenhänge zu anderen Ergebnissen.
Nach Aufarbeitung mittels Swim-Up konnte ein hochsignifikant positiver Zusam-
menhang von chromomycin A3-positiven zu TUNEL-positiven Spermien des Nati-
vejakulats gefunden werden (r= 0,274; p= 0,027*; N= 65). Dargestellt wurde die-
ser Zusammenhang bereits unter 4.9.6.3. Eine fehlerhafte Chromatinkondensation in
Form eines Protaminmangels, nachgewiesen durch verstärkte Anfärbbarkeit mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Chromomycin A3, ging also einher mit einer erhöhten Anzahl
von DNA-Strangbrüchen.
Ebenso konnte eine signifikante Korrelation von chromomycin A3-positiven Spermien
in der aufbereiteten Probe zu ROS-positiven Spermien des Nativejakulats gefunden
werden (r= 0,282; p= 0,024*; N= 64), wie unter 4.9.7.2 erläutert. Dies demonstriert
einen Zusammenhang von erhöhter Produktion freier Sauerstoffradikale zu Schäden
der Chromatinkondensation.
Signifikant bzw. hochsignifikant negative Korrelationen kennzeichnen die Beziehung
des Spermiogrammparameters Motilität zu chromomycin A3-positiven Spermien.
Eine ausführliche Darstellung dazu findet sich unter 4.9.2.2.
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5.1 Klassische Spermiogrammparameter vor und
nach Aufarbeitung
Die Grundlage einer Ejakulatuntersuchung ist die Erhebung eines Spermiogramms
nach den Vorgaben der WHO (Bals-Pratsch et al. 1999). Dabei gelten als klassische
Spermatozoenparameter die Spermienkonzentration, die Motilität und die Morpho-
logie. Zusammenhänge dieser Parameter wurden sowohl für die natürliche Befruch-
tung (Bonde et al. 1998) als auch für Befruchtungen im Rahmen der Assistierten
Reproduktion gefunden (Enginsu et al. 1992, Geyter et al. 1992, Joshi et al. 1996,
Donnelly et al. 1998, Sallam et al. 2003).
Basierend auf den Ergebnissen des Basisspermiogramms wurden die Patienten unse-
rer Studie den einzelnen Diagnosegruppen zugeordnet. Insgesamt 16 Patienten zeig-
ten in Bezug auf Spermiendichte, -morphologie und -motilität normwertige Ergeb-
nisse und konnten somit in die Gruppe der Normozoospermie eingegliedert werden,
31 Proben entsprachen dem Bild einer Asthenozoospermie, und bei 22 Patienten
lag ein OAT-Syndrom vor. Ein Patient mit isolierter Oligozoospermie wurde in der
Auswertung nicht berücksichtigt.
Alle Ejakulatproben wurden mittels der Swim-Up-Technik präpariert, so dass von
jedem Patienten jeweils ein Nativejakulat und ein aufgearbeites Ejakulat untersucht
wurde. Dabei wurde eine modifizierte Swim-Up-Methodik angewandt. Dies bedeu-
tet, dass durch Verteilen des Nativejakulats auf vier Röhrchen und Schrägstellung
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derselben ein Maximum an Oberfläche und damit auch an Zellausbeute erreicht
wird. Zweck der Aufarbeitung ist, eine möglichst hohe Anzahl an progressiv beweg-
lichen und damit auch morphologisch normalen Spermatozoen auszuwählen. Au-
ßerdem wird auch im Rahmen der primären Diagnostik bereits eine Aufarbeitung
durchgeführt, um Aussagen bezüglich einer eventuell noch anstehenden Therapie im
Sinne einer IVF oder ICSI treffen zu können.
Durch Selektion der beweglichen Spermien verringerte sich die Dichte nach der Sper-
mienaufarbeitung in allen drei evaluierten Gruppen, am deutlichsten jedoch in der
Diagnosegruppe
”
OAT-Syndrom“. Während bei initial normwertigen Spermiogram-
mergebnissen, d.h. Proben der Diagnosegruppe
”
Normozoospermie“, die Zelldichte
von 101,6 Millionen Spermien je Milliliter Ejakulat im Median auf 57,2 Mio/ml ab-
sinkt, erfährt die Gruppe der Asthenozoospermie einen Abfall von 40,55 Mio/ml auf
15,55 Mio/ml und die des OAT-Syndroms von 10,7 Mio/ml auf 2,4 Mio/ml. Dies
bedeutet, dass bei Diagnose einer Normozoospermie rund 56% der Spermien des Na-
tivejakulates durch Aufarbeitung ausgewählt werden, bei einer Asthenozoospemie
38% und bei Vorliegen eines OAT-Syndroms 22%. Da durch die Swim-Up-Technik
primär motile von amotilen Spermien getrennt werden, ist die Zellausbeute bei ei-
nem normalen bis hohen Prozentsatz beweglicher Spermien größer. Scheinbar spielen
aber auch noch andere Faktoren eine Rolle, denn in der Gruppe der Asthenozoo-
spermie wurde die Spermatozoendichte durch die Aufarbeitung in etwa halbiert,
während bei Ejakulaten mit Oligoasthenoteratozoospermie die Dichte auf ein Vier-
tel des Ausgangwertes absank. Dabei ist zu bedenken, dass eine hohe Zelldichte zu
einem größeren Pellet nach Zentrifugation führt. Dadurch werden mehr Spermien
daran gehindert, dass über ihnen befindliche Medium zu erreichen, da sie andere auf
ihnen lagernde Zellen daran hindern (Henkel und Schill 2003). Ausgehend von diesen
Überlegungen ist eine hohe Spermatozoen- bzw. Zelldichte durchaus ein dämpfen-
der Faktor in Bezug auf die Gesamtzellausbeute nach Swim-Up. Aus diesem Grund
wird in der Universitätsfrauenklinik in Jena der modifizierte Swim-Up durchgeführt
(Hoppe und Starker 1995).
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Auch in Bezug auf die Motilität bietet eine Normozoospermie im Ausgangsbefund
die beste Voraussetzung für eine hohe Zahl an Spermien nach Präparation. Während
der Median der Progressivmotilität nach Spermienpräparation sowohl bei Normo-
zoospermie als auch bei Asthenozoospermie über 70% liegt, erreichen die Proben
beim OAT-Syndrom lediglich Werte von 45%.
5.2 Der Einfluss der Aufarbeitung auf funktionel-
le Spermatozoenparameter
Wie in Abschnitt 1.2.1 dargestellt, dienen Spermienpräparationstechniken dem
Zweck, die am besten geeigneten Spermatozoen für die nachfolgende Befruchtungs-
prozedur zu separieren. Abgesehen von einer gezielten Selektion von normomorphen
und motilen Spermien erhofft man so auch eine Anreicherung von Keimzellen mit
intakter Chromatinstruktur, da diese die Wahrscheinlichkeit einer Fertilisation und
nachfolgender Schwangerschaft erhöht (Evenson DP 2008).
So fanden Spano et. al. (Spano et al. 1999) in ihrer Untersuchung eine generelle Ver-
besserung der Kernreife (
”
nuclear maturity“) nach klassischer Swim-Up-Prozedur
mit einem Zentrifugationsschritt.
Durch zunehmende Diskussionen über die Schädigung von Spermien durch radika-
le Sauerstoffspezies wurden auch erneut Aufarbeitungstechniken und ihr Einfluss
auf die DNA-Struktur der Spermien erörtert. In Bezug auf die Swim-Up-Technik
nehmen einige Autoren an, dass durch die Zentrifugation der Kontakt der Sperma-
tozoen mit potentiell schädlichen Radikalen, wie zum Beispiel Leukozyten und den
von ihnen produzierten reaktiven Sauerstoffspezies, intensiviert wird und so auch
das Ausmaß an Schädigungen zunimmt (Agarwal et al. 1994, Alvarez et al. 1993,
Mortimer 1991). Ferner sind durch Oxidation entstandene Schäden an der Spermien-
membran und nachfolgend auch der DNA durch das Entfernen des Seminalplasmas
und der darin enthaltenen antioxidativen Substanzen begünstigt (Twigg et al. 1998).
Die Untersuchungen von Younglai (Younglai et al. 2001) dienten der Beantwortung
der Frage, ob tatsächlich die Zentrifugation des Ejakulats ausschlaggebend für zu-
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mindest einen Teil der DNA-Schäden ist. Daher verglich er die Prozentzahl fragmen-
tierter Spermien, gemessen durch den TUNEL-Assay, zum einen nach klassischem
Swim-Up und zum anderen nach direkter Swim-Up-Technik unter Auslassung des
Zentrifugationsschritts. Dabei fand er im Nativejakulat im Median 2,36% Spermien
mit fragmentierter DNA, nach klassischer Swim-Up-Aufbereitung 1,08% und nach
direktem Swim-Up ohne Zentrifugationsschritt 1,78% TUNEL-positive Spermien,
also solche mit DNA-Strangbrüchen. Zwar konnte er keine statistisch signifikanten
Differenzen zwischen den drei verschiedenen Proben finden, allerdings wurden auch
lediglich 16 Proben evaluiert.
Als geeignetes Verfahren zur Isolierung von Spermien mit intakter DNA und, damit
in Zusammenhang stehend, korrekt kondensierter Erbinformation, wird die Metho-
dik der Glaswollfiltration genannt. Henkel (Henkel et al. 1994) demonstrierte mit
seinen Ergebnissen, dass der Anteil chromatinkondensierter Spermien am höchsten
nach Präparation des Ejakulats mittels Glaswollfiltration ist, verglichen mit Auf-
arbeitung durch Swim-Up. Zur Erfassung des Chromatinstatus nutze er die Ani-
linblaufärbung und verglich den Anteil anilinpositiver Spermien im Nativejakulat
mit dem nach Aufarbeitung, wobei er zwei verschiedene Aufarbeitungsprozeduren
nutzte, den Swim-Up und die Glaswollfiltration. Er fand den größten Anteil un-
gefärbter und damit chromatinkondensierter Spermien nach Glaswollfiltration und
resümierte daher, dass diese Methodik der Spermienseparation überlegen ist in der
Anreicherung normaler chromatinkondensierter menschlicher Spermatozoen.
Doch auch nach Swim-Up wurden Verbesserungen des DNA-Status der separierten
Spermien im Vergleich zu den Ergebnissen des Nativejakulats gefunden. So fand
Piomboni (Piomboni et al. 2006) einen signifikannter Abfall des Prozentsatzes DNA-
fragmentierter Spermien nach Swim-Up.
Unsere Untersuchungen hingegen ergaben bei allen Proben nach Aufbereitung mit-
tels Swim-Up-Technik einen Anstieg der durch den TUNEL-Assay erfassten DNA-
Fragmentation. Der Median von 12% Tunel-positiven Spermatozoen, d.h. Spermien
mit fragmentierter DNA, im Nativejakulat erhöhte sich auf 37% in der aufbereiteten
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Probe.
Dabei ist zu bedenken, dass die Aufbereitung in erster Linie motile Spermien selek-
tiert. Dies bestätigen auch unsere Ergebnisse, indem sich der Median der Progressiv-
motilität in allen von uns gebildeten Diagnosegruppen signifikant verbesserte, wie es
unter 4.2 dargestellt wird. Die Progressivmotilität der Spermien wiederum korreliert
sowohl im Nativejakulat als auch im aufbereiteten Ejakulat hochsignifikant negativ
mit dem Prozentsatz der DNA-fragmentierten Spermien. Zu erwarten wäre daher
bei der Verbesserung der Werte der Motilität auch eine Verringerung der Anzahl
von DNA-fragmentierten Spermien.
Die Ursache dieser Diskrepanz bleibt noch unklar. Es besteht also die Frage, wes-
halb es in ausnahmslos jeder von uns untersuchten Probe nach Aufarbeitung zu einer
erhöhten Anzahl von DNA-Strangbrüchen kommt. Als eine mögliche Ursache für den
hohen Level an DNA-fragmentierten Spermien muss die Aufarbeitungsprozedur ge-
sehen werden. Auch methodische Fehler müssen in Betracht gezogen werden. Dies
vor allem, da die mit der DNA-Fragmentation negativ korrelierte Spermienmotilität
durch die Präparationstechnik des Swim-Up deutlich verbessert wird.
Die Untersuchung von Ramos (Ramos und Wetzels 2001) hat konträr zu unseren
Ergebnissen gezeigt, dass bei einzeln ausgewählten motilen Spermien nur ein ver-
schwindend geringer Anteil von 0,5% DNA-Fragmentation gefunden wird. Auch in
der vorliegenden Untersuchung wurden durch den Swim-Up motile Spermien selek-
tiert, die Rate an Strangbrüchen jedoch hat deutlich von im Mittel 12% im nativen
Ejakulat auf 37% im aufgearbeiteten zugenommen.
Außerdem ist bei den Werten der TUNEL-positiven Spermatozoen nach Aufarbei-
tung eine Annäherung der Ergebnisse auf ein ähnliches Niveau in allen drei Diagno-
segruppen auffällig. Während in der nicht aufbereiteten Ejakulatprobe in der Dia-
gnosegruppe der Normozoospermie der mediane Prozentsatz DNA-fragmentierter
Spermien bei 7,5 % liegt, steigt er bei der Asthenozoospermie auf 11% an und er-
reicht bei Vorliegen eines OAT-Syndroms Werte von 20%. Diese Unterschiede sind
nach der Swim-Up-Prozedur nicht mehr nachweisbar.
In der Gruppe der Patienten mit Normozoospermie werden 35% Spermien mit
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DNA-Fragmentation gefunden, in der der Asthenozoospermie 34% und beim OAT-
Syndrom 41%.
Offensichtlich unabhängig vom Ausgangsbefund, welcher bei den Patienten mit Nor-
mozoospermie ein geringeres Ausmaß an DNA-Fragmentation aufweist als bei sol-
chen mit OAT-Syndrom oder mit Asthenozoospermie, sind nach Durchführung des
Swim-Up die Ergebnisbereiche ähnlich und die Mediane liegen dicht beeinander.
Daher ist zu vermuten, dass die Verursachung der zunehmenden Anzahl an Strang-
brüchen in den Zeitraum von Beginn der Swim-Up-Prozedur bis zur Beendigung des
TUNEL-Assays fallen.
Hier bietet sich eine Ursachenforschung im Rahmen weitergehender Studien an, da
die Spermienfunktion durch die DNA-Fragmentation eingeschränkt wird und auch
die Fertilisationsraten bei In Vitro Fertilisationen abnehmen (Benchaib et al. 2007).
Ferner kann auch die weitere embryonale Entwicklung gestört sein (Sakkas et al.
1998, Ahmadi und Ng 1999) und schließlich zu einem erhöhten Abortrisiko führen.
Dies unterstreicht die Relevanz dieser Forschungen.
5.3 Leukozyten, Radikale Sauerstoffspezies und
DNA-Schäden
Das Vorhandensein von Leukozyten im Ejakulat ist vielfach diskutierter Gegenstand
in zahlreichen Publikationen. Mehrheitlich wird davon ausgegangen, dass, zumindest
bei Überschreiten eines Grenzwertes, die Präsenz dieser Zellen zu Schädigungen der
Spermatozoen führen kann. Aktuell liegt dieser von der WHO vorgegebene Refe-
renzwert bei einer Million Leukozyten pro Milliliter Ejakulat.
Die Debatte, ob dieser Wert möglicherweise zu hoch angesetzt ist, wird unter ande-
rem von Henkel geführt. Er plädiert in seiner Veröffentlichung (Henkel et al. 2005a)
für ein Absenken auf 0,5 Mio/ml, da er unter anderem die von den Leukozyten pro-
duzierten radikalen Sauerstoffspezies als eine Ursache für den Rückgang der Sper-
matozoenmotilität und der Integrität der Spermien-DNA sieht.
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Leukozyten im Seminalplasma werden, wie in anderen Körperflüssigkeiten auch, als
Hinweis auf eine vorhandene Entzündung gewertet. Vielfach verlaufen die Infektio-
nen des männlichen Genitaltraktes symptomarm bzw. stumm, was die Diagnostik
erschwert. So werden chronische Verläufe begünstigt, was wiederum zu einem länger-
fristigen Qualitätsverlust der Spermien führen kann.
Die von den Leukozyten verursachten Schäden gehen unter anderem von radikalen
Sauerstoffspezies aus. Im Rahmen der körpereigenen Abwehr führt der Kontakt die-
ser Radikale mit Infektionserregern zur Oxidation der Bakterienmembran, wodurch
diese zugrunde gehen. Der in diesem Zusammenhang nützliche bis überlebenswichti-
ge Prozess kann jedoch bei Angriff auf andere Zellen auch große Schäden anrichten.
Hierbei sind Spermien besonders gefährdet, da ihre Plasmamembran einen hohen
Anteil an vielfach ungesättigten Fettsäuren enthält. Nur so ist die von den Spermien
im Rahmen des Befruchtungs- und Verschmelzungsprozess mit der Eizelle benötigte
Membranfluidität gewährleistet. Der Nachteil ist jedoch in der Empfindlichkeit ge-
genüber oxidativen Prozessen zu sehen. Nach Initiierung einer Radikalkettenreaktion
ändert sich die Konsistenz der Spermienmembran, was wiederum Auswirkungen auf
die Motilität (Saleh et al. 2002) hat. Aus dem resultierenden Verlust der Membran-
integrität des Spermiums ergeben sich weitere Einschränkungen der Spermatozoen-
funktion in Bezug auf Kapazitation, Oolemmabindungs- und -penetrationsfähigkeit.
Wie Alvarez (Alvarez et al. 2002) in seiner Veröffentlichung demonstriert hat, wird
auch die DNA der Spermien durch radikale Sauerstoffspezies angegriffen. Diese Er-
gebnisse werden durch Barroso bestätigt (Barroso et al. 2000). Reaktive Sauerstoff-
spezies können die DNA der Spermatozoen auf verschiedene Weise beschädigen: sie
verursachen sowohl Strangbrüche, Oxidation von DNA-Basen, Querverbindungen
des Chromatins als auch Austausch von Basenpaaren (Sharma et al. 2004).
Jedoch sind nicht alle Radikale, welche Spermien alterieren können, von Leukozy-
ten verursacht. Wenngleich Leukozyten als die Hauptquelle für Sauerstoffradikale
im Ejakulat angesehen werden (Whittington und Ford 1999, Henkel et al. 2003a),
können auch die Spermatozoen selbst ROS produzieren.
Basierend auf der Beobachtung, dass morphologisch auffällige Spermatozoen, vor
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allem solche mit Zytoplasmarest im Bereich des Mittelstücks, eine erhöhte ROS-
Produktion aufweisen, wurde dieser Aspekt genauer untersucht. Enthalten Ejakula-
te eine erhöhte Anzahl dieser Spermien mit Zytoplasmaresiduen, so findet sich auch
eine hohe Konzentration von Enzymen wie der Kreatinkinase oder der Glukose-6-
Phosphatdehydrogenase (Gomez et al. 1996). Ähnlich wie die unter anderem von
Leukozyten gebildeten extrinsischen ROS-Spezies bedrohen auch diese intrinsischen
Sauerstoffradikale die Spermienintegrität und damit die Funktion und Fähigkeit, ei-
ne Eizelle zu befruchten.
Scheinbar ist die Bedrohung des Spermiengenoms durch solche innerhalb der Zelle
gebildeten Radikale massiver. Während im Seminalplasma vorkommende oxidative
Substanzen wie das Superoxidanion oder Hydroxylradikale aufgrund ihrer kurzen
Halbwertszeit vorwiegend die Membran schädigen, werden intrazellulär produzier-
te ROS-Spezies vor allem für Schäden an der DNA verantwortlich gemacht. Dies
wurde bereits durch Henkel bestätigt (Henkel et al. 2005a), wobei eine signifikant
positive Korrelation zwischen der intrinsischen ROS-Produktion und dem Anteil
TUNEL-positiver Spermien gefunden wurde.
Unsere Analysen konnten diesen Zusammenhang nicht herstellen. Weder die Anzahl
ROS-positiver Spermien noch die der Leukozyten zeigten laut unseren Ergebnissen
signifikante Beziehungen zur DNA-Fragmentation.
Dabei ist allerdings zu bedenken, dass bei unseren Untersuchungen die Detektion
der Leukozyten durch Peroxidasefärbung erfolgte. Spezifischere Methoden, die Leu-
kozyten mittels Antikörperreaktionen erfassen, weisen wesentlich höhere Werte der
weißen Blutzellen im Ejakulat nach. So demonstrierte Henkel (Henkel et al. 2003b),
dass die Peroxidasefärbung nur 47,7% der Leukozyten anfärbt, die durch CD45 in-
dentifiziert wurden. Diese Schwierigkeit, die genaue Zahl von Leukozyten im Eja-
kulat zu erfassen, erschwert auch die Einschätzung der Wertigkeit und letztlich das
verbindliche Festlegen eines Grenzwertes.
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5.4 Chromatinkondensation
Um genauere Aussagen über den Chromatinstatus der Spermatozoen treffen zu
können, wurden in dieser Arbeit zwei Färbungen zur Evaluation der Chromatin-
kondensation angewendet.
Der saure Farbstoff Anilinblau bindet an basische Histone, welche normalerweise
im Rahmen der Spermiogenese durch Protamine ausgetauscht werden. Eine erhöhte
Anfärbbarkeit mit Anilinblau signalisiert also ein pathologisch erhöhtes Vorkommen
der Histone im Spermiengenom, wobei der Referenzwert bei maximal 25% anilinpo-
sitiven Spermien liegt.
Im Gegensatz dazu weist die Chromomycin A3 - Färbung ein Protamindefizit nach.
Der Fluoreszenzfarbstoff besetzt diejenigen Bindungsstellen, welche nicht mit Prota-
minen gefüllt sind. Somit misst die Anilinblaufärbung einen Histon-Überschuss und
die Chromomycin-Färbung einen Protaminmangel.
Aufgrund dieser theoretischen Grundlagen war zu vermuten, dass beide Färbungen
einen positiven Zusammenhang aufweisen müssten, da grundsätzlich von einem Aus-
tausch der Histone gegen Protamine ausgegangen wird.
Das Zusammenspiel aller Schritte der menschlichen Spermiogenese ist selbstver-
ständlich vielschichtiger. Dies mag der Grund für die von uns gefundenen Ergebnisse
sein. Zwischen den beiden Färbungen Anilinblau und Chromomycin konnten keine
signifikanten Zusammenhänge festgestellt werden.
Selbst das ebenfalls vereinfachte Prinzip des Zwei-Schritt-Mechanismus beim Aus-
tausch der Histone gegen die Protamine erlaubt den Verdacht, dass die von uns ge-
nutzten Färbungen zwei verschiedene Stadien der Spermienreifung kennzeichnen und
daher nicht vergleichbar sind. Dieses Modell sagt aus, dass in einem ersten Schritt
Histone gegen die sogenannten TNP’s (
”
transition nuclear proteins“) ausgewechselt
werden und nachfolgend diese durch die Protamine. Man kann nicht direkt schluss-
folgern, dass ein hoher Anteil an Histonen gleichzeitig ein Protamindefizit bedeutet.
Dennoch konnte Zhang diese Aussage in seiner Arbeit nachweisen (Zhang et al.
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2006), wobei er zur Detektion von Histonen und Protaminen Gel-Elektrophorese
und Immunoblots nutzte.
Bei der Diskussion über das Vorhandensein und den Einfluss von Histonen auf die
männliche Fertilität muss ebenfalls bedacht werden, dass es zu Modifikationen hin-
sichtlich einer Hyperazetylierung der Histone kommt. Dieses gemeinsam mit der Ak-
tivität von Topoisomerasen führt zu einer Relaxation der DNA-Struktur und ebnet
die weiteren Reifungsschritte bis hin zu einen hochkondensierten Spermiengenom.
Das Entfernen der Histone und das Einsetzen der TNP’s wird erleichtert (Oliva
und Mezquita 1982) durch Methylieren und Phosphorylieren, eine Schlüsselposition
nimmt die Hyperazetylierung des Histons H4 ein. Zusätzlich dazu vermindern die
von der Topoisomerase gesetzten Strangbrüche die Drehbeanspruchung der DNA.
Auch dies ist ein notwendiger und daher physiologischer Prozess im Zusammen-
hang mit der Kondensation der Spermatozoen-DNA. Die Strangbrüche sind nicht
grundsätzlich als nachteilig anzusehen, da sie normalerweise wieder ligiert werden.
Jedoch kann es bei Defekten der Topoisomerase zu einer pathologisch erhöhten
Zahl von DNA-Brüchen kommen. So kann das gemeinsame Auftreten von DNA-
Fragmentation und fehlerhafter Chromatinkondensation erklärt werden (Manicardi
et al. 1995).
Entsprechend der Ergebnisse von Manicardi (Manicardi et al. 1995, Manicardi et al.
1998) können wir eine hochsignifikant positive Korrelation von CMA3-positiven und
TUNEL-positiven Spermatozoen bestätigen. Diese Verbindung von Brüchen und
mangelhafter Kondensation der DNA lässt sich jedoch nur durch die Chromomycin-
Färbung nachweisen, die Anilinblaufärbung hingegen ist laut unseren Untersuchun-
gen zu dieser Schlussfolgerung nicht geeignet.
Auch in der aktuellen Literatur wird nicht von einem möglichen Zusammenhang der
mittels Anilinblau detektierten fehlerhaften Chromatinkondensation und der mittels
TUNEL-Assay nachgewiesenen DNA-Fragmentation berichtet.
In Bezug auf die Anilinblaufärbung ist weiterhin auffällig, dass in unseren Unter-
suchungen auch zu allen anderen Funktionstests sowie zu den Ergebnissen des Ba-
sisspermiogramms keinerlei Zusammenhänge gefunden werden konnten. Hammadeh
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(Hammadeh et al. 2001b) konnte in seinen Untersuchungen ebenfalls keine Korre-
lationen finden zwischen der Chromatinkondensation, gemessen anhand der Ani-
linblaufärbung, und Spermatozoenmorphologie, -dichte oder -motilität. Er schloss
daraus, dass die Chromatinkondensation vollkommen unabhängig von den konven-
tionellen Spermienparametern ist und daher auch in die Routine der andrologischen
Laboratorien aufgenommen werden sollte. Dies auch, da Hammadeh in einer füheren
Untersuchung (Hammadeh et al. 1998) publiziert hat, dass Spermien mit erhöhter
Anfärbbarkeit für Anilinblau und damit unvollständiger bzw. fehlerhafter Chroma-
tinkondensation zur einer erniedrigten Fertilisations- und Schwangerschaftsrate nach
IVF führen.
Interessant ist in diesem Zusammenhang die in unserer Untersuchung gemessene
Verteilung anilinpositiver und anilinnegativer Ejakulatproben, bezogen auf Färbun-
gen des Nativejakulats, in den einzelnen Diagnosegruppen. Die Gesamtheit aller
Proben ergibt eine Zahl von 20 anilinnegativen Ausstrichen bei insgesamt 63 evalu-
ierten Objekträgern. Hier zeigt sich also ein Verhältnis von circa einem Drittel zu
zwei Drittel. Ähnliche Ergebnisse liefern die Auswertungen der Gruppen Normozoo-
spermie (6 anilinnegative zu 10 anilinpositiven Proben) und der Asthenozoospermie
(9 anilinnegative zu 19 anilinpositiven Proben. Lediglich in der Diagnosegruppe des
OAT-Syndroms verschiebt sich dieses Verhältnis zuungunsten chromatinkondensier-
ter anilinnegativer Spermatozoen auf ein Viertel zur Dreiviertel (5 anilinnegative
Proben zu 14 anilinpositiven Proben). Obwohl, wie bereits im vorhergehenden Ab-
satz erörtert, bisher keine Zusammenhänge der Anilinblaufärbung und den einzel-
nen Spermiogrammparametern gefunden werden konnte, ist der Anteil anilinpositi-
ver und damit mangelhaft chromatinkondensierter Spermien bei Kombination von
pathologisch erniedrigter Spermiendichte, -motilität und -morphologie tendenziell
erhöht im Vergleich zu Ejakulaten mit normwertigen Spermiogrammparametern.
Beide Färbungen zur Erfassung der Chromatinkondensation (Anilinblaufärbung,
Chromomycin A3-Färbung), wie unter 4.8.3 aufgeführt, zeigten hochsignifikante
Veränderungen der Ergebnisbereiche nach Aufarbeitung. Der Median anilinpositiver
Spermien in der nativen Probe von 46% sank auf 39% in der aufbereiteten Probe.
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Ebenso verbesserte sich der Median chromomycin A3-positiver Spermatozoen von
27% auf 20%. Dies geht konform mit der Publikation von Hammadeh (Hammadeh
et al. 2001a), die analog zu den hier vorliegenden Ergebnissen eine Verbesserung der
Chromatinstruktur der Spermatozoen nach verschiedenen Separationstechniken, un-
ter anderem der des Swim-Up, berichtet.
Sakkas (Sakkas et al. 2000) hingegen fand nach Aufarbeitung des Ejakulats durch
Swim-Up keinen Unterschied bezüglich des Anteils chromomycin-A3-positiver Sper-
matozoen. Die Spermienpräparation durch PureSperm oder Percoll hingegen führte
laut seinen Ausführungen zu einem hochsignifikanten Abfall sowohl der fehlerhaften
Chromatinkondensation als auch der Anzahl von DNA-Strangbrüchen.
Henkel (Henkel et al. 1994) berichtete in Bezug auf die Kernstruktur der Spermien
zwar von einer Anreicherung von Spermien mit kondensierter DNA, wenn die Sepa-
ration mittels Glaswollfiltration durchgeführt wurde, allerdings fand er schlechtere
Ergebnisse nach Swim-Up.
5.5 Zusammenhänge zwischen klassischen Sper-
miogrammparametern und Spermienfunk-
tionstests
Goldstandard der andrologischen Diagnostik ist das klassische Spermiogramm, wel-
ches Daten liefert zur Spermiendichte, zur Beweglichkeit und zur Morphologie der
Spermatozoen. Im Vergleich zu den teilweise mehrstündigen Färbeprozeduren der
Spermienfunktionstests kann das Spermiogramm einfach und schnell erfasst werden
und erlaubt so zeitnah eine Einschätzung des Fertilitätspotentials des Patienten. Al-
lerdings ist die Möglichkeit, anhand der Spermiogrammergebnisse die Wahrschein-
lichkeit des Erzielens einer Schwangerschaft vorherzusagen, deutlich limitiert (Bon-
de et al. 1998). Von Interesse sind daher potentielle Zusammenhänge klassischer
Spermiogrammparameter mit funktionellen Spermatozoenparametern. Idealerweise
könnte man so nur durch Vorliegen von Daten beispielsweise zur Spermiendichte
Rückschlüsse ziehen zum wahrscheinlich DNA-Status.
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In der Literatur bereits erörterte Zusammenhänge von DNA-Strukturschäden und
deren Einflüsse auf Spermiogrammparameter können wir durch die Resultate unserer
Untersuchungen bestätigen. Ähnlich den Feststellungen von Henkel (Henkel et al.
2005a) wiesen auch unsere Ergebnisse eine hochsignifikant negative Korrelation von
TUNEL-positiven Spermien mit der Spermiendichte im Nativejakulat (r=-0,514;
p < 0,001**; N=69) sowie mit der Progressivmotilität WHO a+b (r=-0,658; p <
0,001**; N=69) auf, letzteres ebenfalls in der aufbereiteten Probe (r=-0,560; p <
0,001**; N=68).
Diese Korrelation zwischen der Spermienmotilität und der Integrität der DNA wurde
auch von Giwercman (Giwercman et al. 2003) und Ramos (Ramos und Wetzels 2001)
evaluiert.
Ebenso fand Borini (Borini et al. 2006) hochsignifikant negative Zusammenhänge
der Spermienkonzentration und der Motilität zur DNA-Fragmentation, welche er
ebenfalls mittels TUNEL-Assay ermittelte. Erwartungsgemäß korrelierte auch die
Vitalität negativ mit der DNA-Fragmentation der Spermien (nativ: r= -0,612; p <
0,001**; N= 66; Swim-Up: r= -0,414; p < 0,001**; N= 65). Borini sieht den Grund
für diese enge Beziehung von DNA-Fragmentation und schlechter Ejakulatqualität
in der Ätiologie von DNA-Schäden in Spermien. Faktoren wie mangelhafte Spermi-
enreifung, Apoptose oder ein erhöhter Level an freien Sauerstoffradikalen können
möglicherweise die Struktur und damit die Funktion des Spermiums gefährden.
In diesem Kontext ist auch die Beziehung von Vitalität und der Produktion von
Sauerstoffradikalen zu sehen. Hier zeichnet sich in der vorliegenden Untersuchung
ebenfalls ein hochsignifikanter und negativer Zusammenhang ab (nativ: r= -0,319;
p= 0,009**; N= 66; Swim-Up: r= -0,367; p= 0,002**; N= 66).
Gleichermaßen weist auch die Chromatinkondensation, gemessen mit der Chromo-
mycin A3 - Färbung, negative Zusammenhänge sowohl zur Spermatozoenkonzentra-
tion (r=-0,244*; p=-0,303*; N=68) als auch zur Motilität (r=-0,325**; p=0,009**;
N=64) und zur Vitalität (r=-0,332; p=0,007**; N=64) auf. Hinsichtlich der Motiliät
hat auch Iranpour (Iranpour et al. 2000) diese Beziehung gefunden.
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Interessant, wenn auch in der vorliegenden Arbeit nicht weiter evaluiert, ist der kürz-
lich publizierte Zusammenhang der Spermatozoenmorphologie mit dem Chromatin-
status. Sousa (Sousa et al. 2009) nutzte die Diff-Quik-Färbung sowie den TUNEL-
Assay und fand heraus, dass der Prozentsatz auffällig gefärbter Spermatozoenköpfe
(
”
dark sperm heads“) hochsignifikant korrelierte mit dem Anteil DNA-geschädigter
Spermien. Hier bietet sich eventuell eine schnelle und kostengünstige Methode, den
Chromatinstatus der Spermien zu erfassen.
5.6 Die Relevanz funktioneller Spermatozoenpa-
rameter
Durch die immensen Fortschritte der Reproduktionsmedizin änderte sich auch das
Patientenklientel, welchem durch die neuen Methoden der Assistierten Reprodukti-
on geholfen werden kann. Wurde die Technik der In Vitro-Fertilisation ursprünglich
zur Behandlung der tubaren Infertilität der Frau entwickelt, so können heute Pa-
tienten mit verschiedensten Ursachen der Sterilität, sowohl auf weiblicher als auch
auf männlicher Seite bedingt, therapiert werden. Das bedeutet aber auch, dass diese
Ursachen, die zur Kinderlosigkeit geführt haben, erneut kritisch bewertet werden
müssen. Diskutiert wird dabei vor allem der Fakt, dass unreife oder möglicherweise
geschädigte DNA der Grund für eine ausbleibende natürliche Schwangerschaft ist.
Die dynamische Entwicklung der Assistierten Reproduktion, speziell die ICSI, macht
es möglich, sämtliche natürliche Barrieren, die ein Spermium bis zur Befruchtung
überwinden muss, zu umgehen. So kann nahezu allen Paaren, denen aufgrund ei-
ner andrologischen Diagnose eine Sponatanschwangerschaft versagt bleibt, zu Nach-
wuchs verholfen werden. Dieser therapeutische Erfolg drängt jedoch die urologisch-
andrologische Diagnostik zurück, denn man weiß, dass die Befruchtungs- und
Schwangerschaftsraten nach ICSI keinen Zusammenhang mehr aufweisen zum ur-
sprünglichen Spermiogrammbefund (Mansour et al. 1995, Nagy et al. 1995, Nagy
et al. 1998).
Trotz dieses Fortschritts bleibt das Problem, dass sich die Kernstruktur des Sper-
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miums, welches für die Injektion in die Eizelle gewählt wird, von außen kaum beur-
teilen lässt. Lediglich eine Evaluation hinsichtlich der Morphologie und der Mo-
tiliät ist möglich. Doch obwohl diese einen negativen Zusammenhang zu DNA-
Strukturschäden aufweisen (Sun et al. 1997, Lopes et al. 1998b), kann es nicht
ausgeschlossen werden, dass ein Spermium mit genetischen Defekten ausgewählt
wird. Es wurde gezeigt, dass auch Spermien mit Erbgutschäden eine Eizelle be-
fruchten können (Host et al. 2000), die Schwangerschaftsrate jedoch vermindert ist.
Trotz der Fähigkeit eines Spermiums mit Zellkernschäden, eine erfolgreiche Ferti-
lisation auszulösen, erreicht die Rate an befruchteten Eizellen nach ICSI maximal
zwei Drittel (Bühler et al. 2008) . Ausgehend von der Vermutung, dass Fehler in
der DNA-Struktur diesen Misserfolg herbeiführen, untersuchte Lopes (Lopes et al.
1998a) unter anderem mittels TUNEL-Assay die Rate an DNA-Fragmentation in
Oozyten nach ICSI, welche keine Zeichen einer Befruchtung aufwiesen. Dabei fand
er in der Hälfte aller Zellen fragmentierte DNA, welche wiederum zur Hälfte vom
mütterlichen und zur Hälfte vom väterlichen Genom ausging, und machte diese für
einen Teil der fehlgeschlagenen Befruchtungsversuche verantwortlich.
Die Ursachen der in den Spermatozoen vorkommenden DNA-Strangbrüchen schei-
nen vielfältig zu sein. Einerseits können apoptotische Prozesse zur Fragmentation
des Erbguts führen (Cisternas und Moreno 2006). Die Apoptose ist im Rahmen der
Spermatogenese ein notwendiger Vorgang, um eine kontrollierte Keimzellreifung zu
gewährleisten (Rodriguez et al. 1997). Zum einen wird so die Zellzahl eines Gewe-
bes bzw. eines Organismus kontrolliert und auf einem individuellen Niveau konstant
gehalten. Andererseits wird, wie in anderen Körperzellen auch, der programmierte
Zelltod als Regulationsmittel (Hikim et al. 1998) eingesetzt. Grundsätzlich gewähr-
leistet dieser Prozess, dass eine Zelle, welche mit einer die Reparaturmechanismen
überschreitetenden Anzahl von Defekten behaftet ist, aus dem Gesamtverbund aller
Zellen herausgelöst wird und ohne Auslösung eines Entzündungsgeschehens unter-
geht. Dadurch wird erreicht, dass die Zellschäden nicht in die Folgegeneration wei-
tergegeben werden. In Bezug auf eine Körperzelle in einem Gewebe werden so dys-
plastische sowie potentiell maligne entartete Zellen quasi entsorgt, bevor sie größere,
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das gesamte Gewebe oder gar das Überleben des Organismus bedrohende Schäden
verursachen können. Die Apoptose im Rahmen der Keimzellreifung verhindert die
Weitergabe von defektem Erbgut an Nachkommen. Normalerweise sollten derart
veränderte Spermatozoen, bei denen bereits apoptotische Prozesse eingesetzt ha-
ben, jedoch nicht in erhöhter Zahl im Ejakulat erscheinen. Ein hoher Prozentsatz
von Spermien mit fragmentierter DNA ist also möglicherweise Ausdruck einer fehler-
haften Spermienreifung. Auch im Zusammenhang mit der Chromatinkondensation,
speziell im Stadium des Austauschs von Histonen gegen Protamine, kommt es phy-
siologisch zu Brüchen innerhalb der Spermien-DNA. Die Schritte zur Kondensierung
des Genoms werden dadurch erleichtert. In Bezug auf die männliche Unfruchtbarkeit
konnte bereits mehrfach demonstriert werden (Lin et al. 1997a, Lin et al. 1997b) ,
dass ejakulierte Spermien infertiler Männer ein unnatürlich hohes Vorkommen von
DNA-Schäden und Plasmamembranveränderungen, beides in somatischen Zellen als
Apoptosezeichen gewertet, aufweisen. Eine dritte mögliche Ursache für fragmentier-
te DNA in Spermien können externe Faktoren wie die von Leukozyten gebildeten
Sauerstoffradikale sein. Die Auswirkungen der fragmentierten DNA ist dabei nicht
nur in Bezug auf Befruchtung und Schwangerschaft wichtig. Es wird auch immer
wieder postuliert, dass Schäden der DNA-Struktur der elterlichen Keimzellen kind-
liche Krebserkrankungen auslösen können (Aitken et al. 1998). So ist bei den Nach-
kommen von Rauchern das Risiko, eine Krebserkrankung bereits im Kindesalter zu
entwickeln, vier- bis fünffach erhöht (Ji et al. 1997). Auch Leukämien im Kindesalter
sind in Zusammenhang gebracht worden mit dem Rauchverhalten der Eltern, spezi-
ell dem des Vaters präkonzeptionell (Chang et al. 2006). Der vom Vater übertragene
DNA-Schaden wird dabei durch hohe Level von Radikalen ausgelöst (Fraga et al.
1996).
Wie groß genau der Einfluss von Schäden der paternalen DNA auf die Befruchtung,
Schwangerschaft und letztlich auch die Gesundheit der Nachkommen ist, wird aktu-
ell in zahlreichen Publikationen diskutiert (Sergerie et al. 2005, Collins et al. 2008,
The Practice Committee of the American Society for Reproduction Medicine 2008,
Lewis et al. 2008). Nicht vergessen werden darf dabei, dass auch die Oozyte über
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Kompensationsmechanismen zur Reparatur dieser Schäden verfügt. Letztlich ist das
Erreichen einer Schwangerschaft ein komplex gesteuerter Vorgang. Eine Schwanger-
schaft nach assistierter Reproduktion ist neben den bisher genannten männlichen
Faktoren beeinflusst durch das Alter der Frau (Wang et al. 2008), ihre Ovarreserve
(Levi et al. 2001), die Zahl der gewonnenen Eizellen bei der Follikelpunktion und
den Hormonstatus. Aus diesem Grund ist bei jedem Paar mit unerfülltem Kinder-
wunsch eine Vielzahl an Faktoren für das Ausbleiben einer Schwangerschaft möglich.
Die Evaluation der DNA-Integrität der Spermien kann daher auch nur eine Teilant-
wort auf die Frage nach der Ursache der Sterilität liefern. Da diese weiterführende
Diagnostik sowohl personell, zeitlich als auch finanziell aufwendig ist, scheint es
sinnvoll, sie für ein bestimmtes Patientenklientel zu reservieren. Bei idiopathischer
Infertilität, habituellen Aborten oder mehrfach ausbleibender Schwangerschaft trotz
guter Prognose kann so gezielt nach Gründen gesucht werden.
Kapitel 6
Schlussfolgerungen
Entsprechend der physikalischen Grundlagen der Swim-Up-Technik verringerte sich
die Zelldichte nach Aufarbeitung bei deutlichem Anstieg der Werte für Motilität.
Es kann anhand der gefundenen Ergebnisse die Aussage gestützt werden, dass die
Werte nach Aufbereitung umso besser sind, je besser die Spermiogrammparameter
des Nativejakulates sind.
Trotz dieser Werterhöhung in Bezug auf die Spermatozoenmotilität wurde nach
Präparation ein bedeutend höherer Anteil an DNA-Fragmentation nachgewiesen.
Da sowohl im Nativejakulat als auch in den aufgearbeiteten Proben eine hochsigni-
fikant negative Korrelation zwischen Progressivmotilität und DNA-Fragmentation
evaluiert wurde, ist dieses Ergebnis unerwartet. Die Ursache der erhöhten Anzahl
von DNA-Strangbrüchen konnte in dieser Arbeit nicht eruiert werden. Möglicher-
weise kann die Aufarbeitungsprozedur selbst durch Zentrifugationsschritte und en-
geren Kontakt von Spermien mit radikalen Sauerstoffspezies zur Oxidation der DNA
führen, ferner können auch methodische Fehler nicht ausgeschlossen werden.
Beim Vergleich der Färbungen Chromomycin A3 und Anilinblau ergaben sich keine
statistisch signifikanten Zusammenhänge, so dass diese Färbungen nicht als gleich-
wertig einzustufen sind. Womöglich werden durch diese beiden Färbemethoden ver-
schiedene, von einander unabhängige Stadien der Chromatinkondensation sichtbar
gemacht.
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Hinsichtlich der Chromatinkondensation führte die Spermienaufbereitung zum Ab-
sinken des Medians sowohl CMA3-positiver als auch anilinpositiver Spermien.
Es zeigt sich, dass es bei einem erhöhten Anteil von DNA-Strangbrüchen, in der
vorliegenden Arbeit detektiert durch TUNEL-positive Spermien, auch vermehrt zu
fehlerhafter Chromatinkondensation kommt. Dies ließ sich allerdings nur nachwei-
sen, wenn der Parameter der Chromatinkondensation durch die Chromomycin A3-
Färbung bestimmt wurde. Bei Verwendung der Anilinblaufärbung ergaben sich keine
Zusammenhänge zum DNA-Status der Spermien.
Eine Zunahme der DNA-Fragmentation durch Leukozyten und durch diese produ-
zierten freie Sauerstoffradikale, sogenannte ROS, konnte nicht nachgewiesen werden.
Ebenso konnten auch keine Zusammenhänge von durch die Spermien selbst produ-
zierten intrinsischen ROS und DNA-Schäden gefunden werden.
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modifiziert nach Fawcett (1975). Die Einteilung eines Spermiums in
Kopf-, Hals-, Mittel-, Haupt- und Endstück ist dargestellt. . . . . . . 6
4.1 Ergebnisse für Normozoospermie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
4.2 Ergebnisse für Asthenozoospermie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
4.3 Ergebnisse für das OAT-Syndrom . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22
4.4 Fotodokumentation TUNEL-Assay . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
4.5 TUNEL-positive Spermatozoen vor und nach Aufbereitung . . . . . . 24
4.6 Ergebnisse der DNA-Fragmentation in den einzelnen Diagnosegruppen 24
4.7 ROS-positive Spermatozoen vor und nach Aufbereitung . . . . . . . . 26
4.8 Ergebnisse der ROS-positiven Spermatozoen in den einzelnen Dia-
gnosegruppen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27
4.9 Mit Anilinblau gefärbte Spermien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
4.10 Anilinpositive Spermatozoen vor und nach Aufbereitung . . . . . . . 28
4.11 Anilinfärbung in den einzelnen Diagnosegruppen . . . . . . . . . . . . 29
4.12 CMA3-positive Spermatozoen vor und nach Aufbereitung . . . . . . . 30
4.13 Zusammenhang von Spermatozoendichte und Progressivmotilität (WHO
a+b) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
4.14 Zusammenhang von Spermatozoendichte und Vitalität . . . . . . . . 32
75
Abbildungsverzeichnis 76
4.15 Zusammenhang von Spermatozoendichte und TUNEL-positiven Sper-
mien im Nativejakulat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
4.16 Zusammenhang von Spermatozoendichte und ROS-produzierenden
Spermatozoen im Nativejakulat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
4.17 Zusammenhang von Spermien mit schneller Progressivmotilität (WHO
a) und TUNEL-positiven Spermatozoen . . . . . . . . . . . . . . . . 34
4.18 Zusammenhang von progressiv beweglichen Spermien (WHO a+b)
und TUNEL-positiven Spermatozoen . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
4.19 Zusammenhang der CMA3-Färbung des aufbereiteten Ejakulates mit
progressiv motilen Spermien (WHO a+b) des Nativejakulates . . . . 36
4.20 Zusammenhang von Vitalität und TUNEL-positiven Spermatozoen . 37
4.21 Zusammenhang von Vitalität und ROS-produzierenden Spermatozoen 38
4.22 Zusammenhang von Vitalität mit CMA3-negativen Spermatozoen im
aufbereiteten Ejakulat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38
4.23 Zusammenhang von FSH i.S. und Spermatozoendichte . . . . . . . . 39
4.24 Zusammenhang von FSH i.S. und der Progressiv- (WHO a+b) sowie
der schnellen Progressivmotilität (WHO a) im Nativejakulat . . . . . 39
4.25 Zusammenhang von FSH i.S. und TUNEL-positiven Spermatozoen
im Nativejakulat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
4.26 Zusammenhang von TUNEL-positiven Spermatozoen im Nativejaku-
lat und im aufbereitetem Ejakulat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41
4.27 Zusammenhang von ROS-positiven Spermatozoen (Nativejakulat) mit
verschiedenen Untergruppen der CMA3-Färbung . . . . . . . . . . . . 44
Tabellenverzeichnis
3.1 Einteilung der Kategorien der Anilinblaufärbung . . . . . . . . . . . . 16
4.1 Auffällige Befunde in der Anamnese . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
4.2 Patientengruppierung anhand der Spermiogrammwerte . . . . . . . . 20
4.3 Ergebnisse des TUNEL-Assays im Nativejakulat . . . . . . . . . . . . 25
4.4 Ergebnisse des Mann-Whitney-Tests (paarweise) . . . . . . . . . . . . 25
4.5 Zusammenhang von Spermatozoendichte und Kategorien der Moti-
lität im Nativ- sowie im aufbereiteten Ejakulat . . . . . . . . . . . . . 31
4.6 Klassifikation der Spermienmotilität . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
4.7 Zusammenhang der Progressivmotilität sowie der schnellen Progres-
sivmotilität im Nativejakulat mit TUNEL-positiven Spermatozoen
(Nativ und Swim-Up) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
4.8 Zusammenhang der Progressivmotilität im Nativejakulat mit ver-
schiedenen Untergruppen der CMA3-Färbung . . . . . . . . . . . . . 36
4.9 Zusammenhang von FSH i.S. und der Progressiv- (WHO a+b) sowie
der schnellen Progressivmotilität (WHO a) . . . . . . . . . . . . . . . 40
4.10 Zusammenhang der TUNEL-positiven Spermatozoen (Nativejakulat)
mit verschiedenen Untergruppen der CMA3-Färbung (nach Swim-Up) 42
4.11 Zusammenhang der TUNEL-positiven Spermatozoen (nach Swim-
Up) mit verschiedenen Untergruppen der CMA3-Färbung (nach Swim-
Up) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 42
77
Tabellenverzeichnis 78
4.12 Zusammenhang von ROS-positiven Spermatozoen (Nativejakulat) mit





• meiner unmittelbaren Betreuerin Frau Dr. Hoppe, die es abgesehen von der ei-
gentlichen Betreuung insbesondere schaffte, mir die Andrologie aus dem Blick-
winkel des Reproduktionsmediziners nahe zu bringen. Außerdem danke ich Ihr
für die Fähigkeit, mit praktischen Bezügen die experimentelle Arbeit zum Le-
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lung nicht bei einer anderen Hochschule als Dissertation eingereicht habe.
Essen, der 26.04.2011 Sabine Schüller-Exner
